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Einleitung     1
1  EINLEITUNG 
 
Arzneimittelinteraktionen spielen im Rahmen der heute in der Klinik üblichen 
polytherapeutischen Regime eine immer größere Rolle. Diese führen entweder zu einer 
Steigerung der therapeutischen Wirkung oder verstärken umgekehrt unerwünschte toxische 
Effekte des Pharmakons bzw. haben eine Reduktion der Therapieeffizienz zur Folge 
(PATSALOS et al. 2002). Von wichtiger klinischer Bedeutung ist u.a. die Interaktion des 
Chemotherapeutikums Methotrexat (MTX) mit Antiepileptika, welche zur Gruppe der sog. 
„Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ“ gehören (VECHT et al. 2003a; s. 2.3.1.1). 
Methotrexat (MTX, Amethopterin) wird seit vielen Jahren in der Human- sowie in der 
Veterinärmedizin zur Behandlung neoplastischer und nicht neoplastischer Erkrankungen wie 
dem malignen Lymphom oder osteogenen Sarkomen bzw. der rheumatoiden Arthritis 
eingesetzt (COTTER u. PARKER 1978, LINK u. HIRSCHBERGER 1999, GROMNICA-
IHLE 2002, KINOSHITA 2003, ZELCER et al. 2005). Der Wirkmechanismus des 
Folsäureantagonisten beruht aufgrund der großen strukturellen Ähnlichkeit zur Folsäure auf 
der kompetitiven Hemmung des Enzyms Dihydrofolatreduktase (DHFR) und damit der 
Inhibition der Synthese von Nukleinsäure-Vorstufen (STACHER u. LUTZ 1996, JOSTING et 
al. 1998). Die Ko-Therapie von Zytostatika wie MTX und Antiepiletika ist in der Klinik 
vielfach indiziert, da Epilepsie eine häufige Komplikation bei Krebspatienten darstellt 
(VECHT et al. 2003b). Krampfanfälle treten bspw. bei 20-70% der Patienten mit primären 
und sekundären Hirntumoren (VILLEMURE u. DETRIBOLET 1996, VECHT 1998, 
MANGANO et al. 2002) sowie bei ca. 10-20% der ALL-Patienten auf (RELLING et al. 
2000). RELLING et al. (2000) bzw. RIVA et al. (2000) zeigten, dass die Vorbehandlung mit 
den PB-artigen Induktoren Phenobarbital (PB), Carbamazepin und Phenytoin zu deutlich 
verminderten intrazellulären MTX-Wirkspiegeln führte. Dies hatte eine Reduktion der 
Chemotherapieeffizienz und damit eine maßgebliche Verschlechterung der Patientenprognose 
zur Folge.  
In niedriger Konzentration wird Methotrexat durch sättigbare und energieabhängige 
Transportproteine in die Zelle aufgenommen bzw. ausgeschieden. Die MTX-Aufnahme wird 
vornehmlich über den Reduced Folate Carrier/Reduced folate carrier (RFC/Rfc; 
SLC19A1/Slc19a1) vermittelt, welcher bei neutralem pH-Wert bis zu 90% natriumabhängig 
ist (DIXON et al. 1994, WILLIAMS et al. 1994, MOSCOW et al. 1995, HONSCHA et al. 
2000, KNEUER et al. 2004). Das Transportprotein wird nahezu ubiquitär exprimiert und ist in 
Geweben des Gastrointestinaltraktes sowie des Plexus choroideus apikal bzw. in Niere und 
Leber basolateral lokalisiert (WANG et al. 2001, WHETSTINE et al. 2002a, HINKEN 2005). 
  Einleitung 2 
Der hepatozelluläre Rfc1 der Ratte, ein 58 kDA großes Protein, weist auf Proteinebene zwei 
mögliche Phosphorylierungsstellen und im Promotorbereich des Gens u.a. ein durch 
Induktoren vom PB-Typ regulierbares Genelement auf, welches bisher insbesondere bei 
fremdstoffmetabolisierenden Enzymen der Cytochrom P450 Familie nachgewiesen werden 
konnte (LIANG et al. 1995, HONSCHA et al. 2000).  
Cytochrom P450 Enzyme sind im Rahmen der sog. „Phase I-Reaktion“ im Zusammenspiel 
mit Phase II-Enzymen in den Metabolismus verschiedenster Arzneimittel und Xenobiotika 
involviert und stehen im engen Zusammenhang mit membranständigen Transportproteinen, 
welche die Elimination der Metaboliten vermitteln. Deren koordinierte Regulation 
gewährleistet die gerichtete Aufnahme in die Zelle, den Metabolismus und die nachfolgende 
Exkretion der jeweiligen Substanz und stellt somit einen wichtigen zellulären 
Schutzmechanismus gegenüber toxischen Nebenwirkungen von Fremdstoffen dar 
(RUSHMORE u. KONG 2002).  
Grundsätzlich wird die Pharmakokinetik verschiedenster Arzneimittel und Xenobiotika, 
welche carrier-vermittelt in Zellen transportiert werden, über direkte Interaktionen am 
Transportprotein oder durch die Regulation der Transporteraktivität beeinflusst. Letztere kann 
auf Ebene der Transkription durch Regulation der Genexpression oder durch 
Phosphorylierung und/oder Internalisierung des Transportproteins im Rahmen einer 
posttranslationalen Regulation erfolgen. Diese Regulationsmechanismen finden in 
Abstimmung mit der Phase I- und II-Enzymregulation statt und können im Falle von 
Arzneimittelwechselwirkungen wie bspw. zwischen Methotrexat und „Induktoren vom PB-
Typ“ zu verminderten Arzneistoffwirkspiegeln führen und auf diese Weise die Effizienz einer 
Pharmakotherapie erheblich mindern.  
Anhand einer Reihe von Studien zur transkriptionellen Regulation von 
Arzneistoffwechselwegen konnte in diesem Zusammenhang übereinstimmend gezeigt 
werden, dass fremdstoffmetabolisierende Enzyme und ebenso Transportproteine durch 
Kernrezeptoren wie dem „Constitutive Androstane Receptor (CAR)“ reguliert werden (XU et 
al. 2005). Der CAR-Rezeptor vermittelt die Phenobarbital-bedingte Regulation der 
hepatozellulären Cytochrom P450 2B-Genexpression beim Menschen, der Ratte und der 
Maus durch die Bindung an das sog. „Phenobarbital-responsive enhancer module (PBREM)“ 
innerhalb der distalen Promotorregion des Cytochrom P450 2B Gens (SUEYOSHI u. 
NEGISHI 2001). Phenobarbital stellt hierbei den Prototyp einer großen Gruppe von 
strukturell unterschiedlichen Substanzen wie dem Antiepileptikum Carbamazepin, dem 
Antimykotikum Clotrimazol oder dem Zytostatikum Cyclophosphamid dar, welche die 
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transkriptionelle Regulation der Genexpression von Phase I und II-Enzymen sowie 
Transportproteinen bedingen (SUEYOSHI u. NEGISHI 2001, XU et al. 2005). So konnte 
bspw. die Induktion der hepatozellulären MRP2/Mrp2-Genexpression (cMOAT, 
ABCC2/Abcc2) nach Vorbehandlung mit spezifischen CAR-Induktoren wie PB 
nachgewiesen werden (KAST et al. 2002, STAUDINGER et al. 2003). Das in der 
kanalikulären Hepatozytenmembran lokalisierte Transportprotein vermittelt die Elimination 
zahlreicher endogener und exogener organischer Anionen wie Methotrexat (BORST et al. 
2000).  
Neben der Regulation der Genexpression spielt im Rahmen des carrier-vermittelten 
Arzneimitteltransports ebenso die schnelle und kurzfristige  posttranslationale Regulation von 
Transportproteinen eine wichtige Rolle, welche u.a. durch die Proteinkinase C (PKC) oder die 
Proteinkinase A (PKA) vermittelt wird. Anhand zahlreicher in vivo- sowie in vitro-Studien 
wurde bspw. die PKC- bzw. die PKA-vermittelte posttranslationale Regulation von 
Transportproteinen wie z.B. von OAT1 (YOU et al. 2000, WOLFF et al. 2003) durch direkte 
Phosphorylierung des Proteins (VAUGHAN et al. 1997, CONRADT u. STOFFEL 1997, 
LEDERER et al. 2003) oder durch Veränderung der Transportproteindichte in der 
Plasmamembran (HIRSCH et al. 1996, RAMAMOORTHY et al. 1998, ROELOFSEN et al. 
1998) nachgewiesen.  
Aufgrund der hier diskutierten zunehmenden Bedeutung von Arzneimittelinteraktionen im 
Rahmen einer MTX-Chemotherapie und der koordinierten Regulation von 
fremdstoffmetabolisierenden Enzymen und Transportproteinen durch Kernrezeptoren soll 
innerhalb dieser Arbeit die Regulation des Transportproteins Rfc1 durch Induktoren vom PB-
Typ und dem CAR-Agonisten 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen (TCPOBOP) 
systematisch in einem der in vivo-Situation nahestehenden in vitro-Zellkulturmodell 
(HALWACHS et al. 2005; s. 2.4 und Anhang) untersucht werden. Von besonderem Interesse 
ist hierbei eine mögliche Beteiligung der postulierten Genregulationselemente bzw. des 
Kernrezeptors CAR.  
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2.1.1 Wirkungsweise und Einsatz in Human- und Veterinärmedizin  
 
Das Chemotherapeutikum Methotrexat (MTX, Amethopterin, 2-[4-[(2,4-diaminopteridin-6-
yl)methyl-methyl-amino]benzoyl]aminopentandicarbonsäure, s. Abb. 1) gehört zur Gruppe 
der sog. „Antimetabolite“. Der Wirkmechanismus des Folsäureantagonisten beruht aufgrund 
der großen strukturellen Ähnlichkeit zur Folsäure insbesondere auf der kompetitiven 
Hemmung des Enzyms Dihydrofolatreduktase (DHFR). Nachfolgend wird die Bildung von 5-
Methyltetrahydrofolat und anderen reduzierten Folaten, die als Kofaktoren für die Purin- und 
Pyrimidinsynthese dienen, inhibiert (KAMEN 1997, JOSTING et al. 1998). Diese 
Synthesehemmung von Nukleinsäure-Vorstufen zeichnet MTX als S-Phasen-spezifisches 
Zytostatikum aus (STACHER u. LUTZ 1996). In Folge der Anreicherung von Dihydrofolat 
und dem Mangel an 5-Methyltetrahydrofolat, dem Substrat der Thymidylatsynthetase, kommt 












In der Humanmedizin wurde MTX erstmalig 1949 eingeführt. Der Folsäureantagonist wird 
meist in Kombination mit anderen Zytostatika, im Rahmen einer mittelhoch dosierten MTX-
Therapie (100-1000 mg/m2 i.v.) bei gastrointestinalen Tumoren, Non-Hodgkin-Lymphomen 
(JOSTING et al. 1998) und akuten Leukämien (KINOSHITA et al. 2003) bzw. im Rahmen 
einer Hochdosis (HD)-MTX-Therapie (8-12 g/m2 i.v.) bei osteogenen Sarkomen (JOSTING et 
al. 1998, ZELCER et al. 2005) sowie Tumoren im Kopf- Nacken- und Brustbereich 
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(BARNAJEE et al. 2002), eingesetzt. Weiterhin findet Methotrexat in niedriger Dosierung (5-
25 mg/Woche p.o.) in der Rheumatologie und Immunologie zur Behandlung der 
rheumatoiden Arthritis, dem Reiter-Syndrom oder der Psoriasis vulgaris Anwendung 
(JOSTING et al. 1998, GROMNICA-IHLE 2002, PRODANOWICH et al. 2005). Toxische 
Nebenwirkungen des Chemotherapeutikums manifestieren sich aufgrund der hohen 
Zellproliferationsrate vor allem in Schleimhautepithelien und hämatopoetischen Zellen des 
Knochenmarks in Form einer Stomatitis sowie Übelkeit und Diarrhoe bzw. einer 
ausgeprägten Myelosuppression. Ferner sind Leberschäden in Form von Hepatitiden und 
Fibrosen, neurologische Störungen und renale Dysfunktion beschrieben worden (JOSTING et 
al. 1998). 
Die Therapie neoplastischer Erkrankungen hat auch in der Veterinärmedizin in den letzten 
Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Tumorerkrankungen stellen eine zentrale 
Todesursache bei Hund und Katze dar (BRONSON 1982), wobei die Prävalenz kontinuierlich 
ansteigt (DORN 1976). Die Gründe hierfür liegen u.a. in der gestiegenen Lebenserwartung 
der Tiere (WITHROW 1996). Die wachsende Bedeutung von Haustieren in der Gesellschaft 
und damit die finanzielle Bereitschaft und der Wunsch vieler Tierbesitzer zur Behandlung 
neoplastischer Erkrankungen geht mit dieser Entwicklung einher (DARBES et al. 1999). Im 
Gegensatz zur chirurgischen und radiotherapeutischen Behandlung von Tumoren werden 
Zytostatika in der Veterinärmedizin nicht mit dem Ziel der Heilung des Patienten, sondern im 
Rahmen der sog. „palliativen Chemotherapie“ zur Verbesserung der Lebensqualität ohne 
Lebensverlängerung, eingesetzt (KESSLER 1999). Methotrexat wird hierbei überwiegend in 
Kombinationsprotokollen mit anderen Chemotherapeutika zur Behandlung von Lymphomen 
und lymphatischen Leukämien (MACEWEN et al. 1981, BORTNOWSKI u. ROSENTHAL 
1991,  LINK u. HIRSCHBERGER 1999, TESKE 1999), dem Osteosarkom (COTTER u. 
PARKER 1978), myeloproliferativen Syndromen sowie dem Sertoli-Zelltumor (OGILVIE u. 
MOORE 1995) und dem Sticker-Sarkom (BROWN et al. 1980) angewendet. Bei Hunden und 
Katzen sind als Nebenwirkungen schwere Myelosuppression, akute renale Tubulusnekrose, 
Hepatotoxizität,  gastrointestinale Toxizität in Form von Vomitus und Diarrhoe sowie 
Haarausfall beschrieben worden (OGILVIE 1996, HIRSCHBERGER et al. 2000, 
RUSLANDER 1999). Die gebräuchliche Dosierung ist aufgrund dieser Nebenwirkungen 
niedriger als in der Humanmedizin und beträgt 2,5 mg/m2 p.o. tgl. bzw. 0,6-0,8 mg/m2 i.v. 
alle drei Wochen (RUSLANDER 1999). 
 
 





Im Rahmen der HD-MTX-Therapie beim Menschen (8-12 g/m2 über 6 h) liegen die 
Serumspiegel 24 h nach Beginn der Therapie unter 3 µM, nach 48 h unter 0,3 µM und nach 
72 h unter 0,1 µM, wobei die Elimination biphasisch erfolgt (HEINEMANN et al. 2001). 
In niedriger Konzentration wird das zweifach negativ geladene Methotrexat durch sättigbare 
und energieabhängige Transportproteine in die Zelle aufgenommen bzw. ausgeschieden 
(JOSTING et al. 1998, s. Tab. 1). Die MTX-Aufnahme wird durch Vertreter der Organischen 
Anionen Transportierenden Polypeptide (OATP, SLC21), der Organischen Anionen 
Transporter (OAT, SLC22) und des Reduced Folate Carrier (RFC1, SLC19A1) vermittelt. 
Die Elimination des Chemotherapeutikums erfolgt durch Vertreter der Multidrug Resistance-
Associated Proteine (MRP, ABCC) der ATP-binding cassette (Abc)-Superfamilie. Bei hohen 
extrazellulären Konzentrationen, wie sie im Rahmen einer HD-MTX-Therapie entstehen, 
passiert der Folsäureantagonist zusätzlich über passive Diffusionsmechanismen die 
Zellmembran (HILL et al. 1979, BERGER et al. 1996). 
Die Elimination von Methotrexat erfolgt bei Applikation konventioneller Dosen von 20-500 
mg/m2 bis zu 90% durch glomeruläre Filtration und tubuläre Sekretion über die Niere, wobei 
das Pharmakon größtenteils in unveränderter Form im Urin vorliegt (KAMEN 1997, 
JOSTING et al. 1998). Ferner unterliegt MTX zu ca. 10% der hepatobiliären Elimination. Der 
Anteil der nicht-renalen Ausscheidung nimmt mit steigender Plasmakonzentration zu und 
erreicht im Rahmen einer HD-MTX-Therapie maximal 50% (LUI 1985, KAMEN 1997). 
Insgesamt konnten drei MTX-Metabolite identifiziert werden. Über die hepatozelluläre 
Aldehydoxidase wird MTX zu dem vielfach schwächer wirksamen 7-Hydroxy-MTX 
abgebaut, welches eine 6fach schlechtere Wasserlöslichkeit als MTX aufweist. In der Folge 
kommt es im Rahmen der Primärharnbildung zur Präzipitation des Metaboliten. Bei Patienten 
mit akuten Nierenversagen liegt 7-OH-MTX in den Nierentubuli bspw. bis zu 70% in 
kristalliner Form vor und trägt somit entscheidend zur MTX-Nephrotoxizität bei (BERTINO 
1981, JOSTING et al. 1998). Ferner wird das Zytostatikum intrazellulär durch die 
Folylpolyglutamatsynthetase (FPGS) zu dem aktiven Metaboliten MTX-Polyglutamat 
metabolisiert. Der Metabolit weist ebenfalls eine hohe Affinität zur DHFR, aber eine 
geringere Dissoziationskonstante als MTX auf. Darüber hinaus erfolgt die intrazelluläre 
Retention der MTX-Polyglutamate aufgrund deren hohen Molekulargewichts. Dies trägt 
entscheidend zur Selektivität der Antifolatwirkung bei (POSER et al. 1981, FABRE et al. 
1984, CHABNER et al. 1985). Die Bildung des inaktiven Metaboliten 4-amino-4-deoxy-N10- 
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methylpteroylsäure (DAMPA) durch Darmbakterien spielt dagegen quantitativ nur eine 
untergeordnete Rolle (DONEHOWER et al. 1979). 
 
 
2.1.3 Chemoresistenz gegenüber Methotrexat 
 
Der limitierende Faktor jeder Chemotherapie neoplastischer Erkrankungen stellt die 
Entstehung einer Resistenz der Tumorzelle gegenüber dem Chemotherapeutikum dar. In der 
Klinik wird grundsätzlich zwischen der intrinsischen und einer erwobenen Tumorzellresistenz 
unterschieden. Die intrinsische Resistenz beschreibt eine immanente Eigenschaft der 
Tumorzellen, welche nicht durch eine Zytostatika-Exposition bedingt ist. Dagegen entwickelt 
sich die sog. „erworbene Resistenz“ erst nach Exposition der Tumorzellen mit dem 
Chemotherapeutikum (BANERJEE et al. 2002). In den letzten Jahren konnte eine Reihe von 
Resistenzmechanismen von Tumorzellen gegenüber dem Antifolat MTX aufgedeckt werden, 




2.1.3.1 Transport-assoziierte Chemoresistenz 
 
Der verminderte Transport des Chemotherapeutikums stellt im Rahmen der erworbenen 
Chemoresistenz gegenüber Methotrexat einen zentralen Resistenzmechanismus zahlreicher 
Tumorzellen dar (BANERJEE et al. 2002).  
In niedrigen Dosierungen erfolgt die MTX-Aufnahme in erster Linie RFC-/Rfc-vermittelt 
durch einen aktiven Transportmechanismus (GOLDMAN u. MATHERLY  1986, s. 2.2.3.2). 
Durch Studien an immortalen Zelllinien sowie Tumorzellen von ALL-Patienten oder 
osteogenen Sarkomen konnte die Entstehung einer Resistenz nach Gabe von MTX aufgrund 
einer verminderten RFC-vermittelten Transportaktivität beobachtet werden (TRIPPETT et al. 
1992, FLINTOFF et al. 2004). Weiterhin konnten GORLICK et al. (1997) sowie GUO et al. 
(1999) zeigen, dass dieser Aktivitätsverlust in Zusammenhang mit einer verminderten RFC-
Transkriptionsrate steht. Zudem führen Punktmutationen im Rfc-Gen zur Entstehung eines 
inaktiven Proteins sowie einer veränderten Proteinstabilität, zellulären Lokalisation und 
Substratspezifität (ZHAO et al. 1998, 1999; SADLISH et al. 2000). ZHAO et al. (1998) 
beschrieben bspw. das Auftreten einer Rfc-Genmutation, welche die Substitution der 
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Aminosäure Serin durch Asparagin an Position 46 zur Folge hatte. Dies führte, bedingt durch 
eine veränderte Mobilität des Transportproteins, zu einem eingeschränkten Rfc-vermittelten 
MTX-Transport in einer Rfc-transfizierten immortalen Zelllinie.  
Neben einer verminderten Aufnahme ist eine verstärkte zelluläre Ausscheidung des 
Chemotherapeutikums ein weiterer Mechanismus der Chemoresistenz zahlreicher 
Tumorzellen. Die Effluxcarrier MRP1-4/Mrp1-4 vermitteln die Elimination von organischen 
Anionen wie z.B. MTX, wobei viele Tumorgewebe eine erhöhte Expressionsrate dieser 
Transportproteine aufweisen (CHEN et al. 2002, MATHERLY u. GOLDMAN 2003). 
HOOIJBERG et al. (1999) konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass MRP-transfizierte 
Tumorzellen eine erhöhte Resistenz gegenüber MTX aufwiesen. Ferner konnte mittels in 
vitro-Studien die Beteiligung des Exportcarriers BCRP an der Ausbildung einer MTX-
Resistenz nachgewiesen werden (VOLK et al. 2002, KAGER et al. 2005). 
 
 
2.1.3.2 Metabolische Chemoresistenz 
 
Die Selektivität der Antifolatwirkung ist in hohem Maße abhängig von der Bildung und 
intrazellulären Akkumulation von MTX-Polyglutamaten, die durch die Expression und die 
Aktivität der Enzyme FPGS (FABRE et al. 1984, KAMEN 1997; s. 2.1.2) und GGH, welche 
für den Abbau der MTX-Polyglutamate verantwortlich ist (GALIVAN et al. 1997), reguliert 
wird. So konnte in einer Reihe von Studien an ALL-Tumorzellen gezeigt werden, dass diese 
im Vergleich zu benignen Zellen signifikant weniger MTX-Polyglutamate anreichern (LIN et 
al. 1991, GOKER et al. 1993, BARREDO et al. 1994, SYNOLD et al. 1994, KAGER et al. 
2005). Diese reduzierte Akkumulation ist entweder bedingt durch eine verminderte 
Expression und Aktivität der FPGS (LENZ et al. 1994) oder einer erhöhten GGH-Aktivität 
(RHEE et al. 1993).      
Weiterhin wurden eine verminderte Affinität von MTX für das Enzym DHFR durch 
Punktmutationen im DHFR-Gen sowie eine gesteigerte DHFR-Genexpression bzw. 
Proteinmenge bei gleichzeitigem Anstieg der DHFR-Aktivität als weitere Mechanismen einer 
erworbenen MTX-Chemoresistenz beschrieben (GOKER et al. 1995, SPENCER et al. 1996, 











Im Rahmen der heute üblichen polytherapeutischen Regime spielen Arzneimittelinteraktionen 
in der Klinik eine immer größere Rolle und stellen neben der Entstehung von 
Tumorzellresistenzen den limitierenden Faktor einer erfolgreichen Chemotherapie dar 
(VECHT et al. 2003a). Prinzipiell werden Arzneimittelinteraktionen in pharmakokinetische 
und pharmakodynamische Wechselwirkungen unterteilt. Eine pharmakokinetische Interaktion 
liegt vor, wenn ein Pharmakon Absorption, Verteilung, Metabolismus oder Elimination eines 
zweiten Arzneimittels beeinflusst. Dies resultiert in einer veränderten Plasmakonzentration 
und somit in einer veränderten Wirksamkeit des zweiten Arzneimittels oder dessen 
Metaboliten. Dagegen ist die pharmakodynamische Arzneimittelinteraktion durch den 
ähnlichen oder entgegengesetzten pharmakologischen Mechanismus zweier Substanzen 
gekennzeichnet. Diese Interaktion findet auf zellulärer Ebene statt und resultiert nicht in einer 
Änderung der Arzneimittelplasmaspiegel (PATSALOS et al. 2002). Sowohl pharmako-
kinetische als auch pharmakodynamische Arzneimittelwechselwirkungen führen entweder zu 
einer Steigerung der therapeutischen Wirkung oder verstärken umgekehrt unerwünschte 
toxische Effekte des Pharmakons bzw. haben eine Reduktion der Therapieeffizienz zur Folge 
(KAPETANOVIC et al. 1981, BINNIE et al. 1986, BAKER et al. 1992). 
 
 
2.1.3.3.2 Cytochrom P450-Induktoren und Methotrexat 
 
In einer Reihe von klinischen Studien sind pharmakokinetische Arzneimittelinteraktionen 
zwischen Cytochrom P450-Induktoren und Methotrexat beschrieben worden (s. 
Übersichtsarbeit von VECHT et al. 2003a). Der Metabolismus der meisten Medikamente wird 
durch ein oder mehrere Enzyme der Cytochrom P450 Familien 1, 2 und 3 vermittelt 
(WRIGHTON u. STEVENS 1992, s. 2.3.1). Die Aktivität dieser Isoenzyme kann durch 
Xenobiotika entweder induziert oder gehemmt werden. Wie in 2.1.2 beschrieben kommt es 
im Rahmen einer MTX-Hochdosistherapie zur intrazellulären Akkumulation von MTX-
Metaboliten. RELLING et al. (2000) und RIVA et al. (2000) konnten anhand klinischer 
Studien eine verminderte intrazelluläre Anreicherung von Methotrexat nach Gabe der 
Cytochrom P450-Induktoren Phenobarbital, Carbamazepin und Phenytoin nachweisen. 
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Weiterhin lieferte eine in vitro-Studie den Hinweis auf eine Reduktion der RFC-vermittelten 
MTX-Transportaktivität nach Vorbehandlung mit Carbamazepin, welche zu einer 
verminderten Sensitivität der Tumorzellen gegenüber dem Zytostatikum führte (TOFFOLI et 
al. 2000). In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen konnten HONSCHA et al. (2000) 
mittels einer in vivo-Studie an Ratten zeigen, dass die Vorbehandlung der Tiere mit dem 
Cytochrom P450-Induktor Phenobarbital eine signifikant reduzierte hepatozelluläre MTX-
Akkumulation zur Folge hatte und vermuteten, dass diese durch eine verminderte Rfc1-
Aktivität bedingt wäre.  
 
 
2.2 Reduced Folate Carrier/Reduced folate carrier (RFC/Rfc; SLC19A1/Slc19a1) 
 
2.2.1 Struktur und Homologie der RFC-/Rfc-Transporter bei verschiedenen Spezies und deren 
Gewebeverteilung 
 
Der Reduced Folate Carrier/Reduced folate carrier gehört gemäß der vereinbarten 
Nomenklatur für Transportproteine (HEDIGER et al. 2004) zur Familie 19 der sog. “Solute 
Carrier“ (SLC/Slc), Unterfamilie A und stellt das Mitglied 1 dar (GANAPATHY et al. 2004). 
Die beiden weiteren Mitglieder 2 und 3 repräsentieren Transporter für Thiamin. Die Vertreter 
der SLC/Slc19-Familie weisen hinsichtlich ihrer Aminosäurestruktur eine Übereinstimmung 
von 55-70% auf (GANAPATHY et al. 2004). In den letzten Jahren konnte aus humanem 
Tumormaterial sowie immortalen Zelllinien der RFC/Rfc des Menschen (MOSCOW et al. 
1995, WONG et al. 1995, WILLIAMS u. FLINTOFF 1995), der Ratte (HONSCHA et al. 
2000, KNEUER et al. 2004), der Maus (DIXON et al. 1994) und des Hamsters (WILLIAMS 
et al. 1994) isoliert werden. In diesem Zusammenhang bezeichnen alle in Großbuchstaben 
aufgeführten Symbole das humane RFC-Gen bzw. -Genprodukt, während diese von Nagern 
gemäß der vereinbarten Nomenklatur für Transportproteine (HEDIGER et al. 2004) mit 
Kleinbuchstaben gekennzeichnet werden. Zunächst wurde der Rfc1 der Ratte aufgrund seiner 
vom humanen RFC differierenden funktionellen Eigenschaften als MTX-1 bezeichnet 
(HONSCHA et al. 2000). In der Zwischenzeit konnten jedoch KNEUER und HONSCHA 
(2004) anhand vergleichender funktioneller Studien den Nachweis für die Orthologie des 
MTX-1 mit dem humanen RFC erbringen.  
Die Lokalisation des SLC19A1-/Slc19a1-Gens von Mensch, Ratte, Maus und Hamster wurde 
jeweils auf Chromosom 21q22.2 (MOSCOW et al. 1995), 20p12 (Rat Genome Database 
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[RGD] 3695), 10 (ROY et al. 1998) bzw. 1q2-3 (CHAN et al. 1995) nachgewiesen. Das 
humane (WILLIAMS u. FLINTOFF 1998, ZHANG et al. 1998) und murine (TOLNER et al. 
1997) sowie das SLC19A1-/Slc19a1-Gen der Ratte (KNEUER et al. 2005a) und des Hamsters 
(MURRAY et al. 1996) besitzt jeweils einen offenen Leserahmen mit 5 kodierenden und 
einer unterschiedlichen Anzahl nicht kodierender Exons. Durch die Nutzung alternativer 
Exons entstehen ferner, im Rahmen des sog. „alternativen Splicings“, im  RFC/Rfc-Gen von 
Mensch (WILLIAMS u. FLINTOFF 1998), Ratte (HONSCHA et al. 2000, KNEUER et al. 
2005a), Maus (TOLNER et al. 1999) und Hamster (MURRAY et al. 1996) verschiedene 
mRNA-Varianten. 
Die vorhergesagte Proteinstruktur des RFC/Rfc besteht bei allen untersuchten Spezies 
übereinstimmend aus 12 transmembranären Domänen (TMD) mit einer großen intrazellulären 
Schlaufe zwischen TMD 6 und 7 sowie einem im Zytoplasma lokalisiertem C- und N-
Terminus (FERGUSON u. FLINTOFF 1999, MATHERLY u. GOLDMAN 2003, KNEUER 
u. HONSCHA 2004). SHARINA et al. (2002) und SADLISH et al. (2002) zeigten, dass der 
C-Terminus insbesondere für die Proteinstabilität und die korrekte Membranlokalisation 
verantwortlich ist. Weiterhin kommt der großen zytoplasmatischen Schlaufe eine wichtige 
strukturelle Bedeutung zu (LIU et al. 2003). Die unglykosylierte Form des Rfc1 der Ratte 
besitzt ein vorhergesagtes Molekulargewicht von 58 kDA, bestehend aus 512 Aminosäuren. 
Ferner wurden auf Proteinebene zwei Phosphorylierungsstellen im Bereich des C-Terminus 
und der intrazellulären Schlaufe zwischen TMD 6 und 7 sowie eine Glykosylierungsstelle in 
der ersten extrazellulären Schlaufe zwischen TMD 1 und 2 vorhergesagt (HONSCHA et al. 
2000; s. Abb. 2). Das SLC19A1-/Slc19a1-Gen von Mensch, Maus und Hamster codiert 
jeweils für ein Protein mit einem vorhergesagten Molekulargewicht von 65 (MOSCOW et al. 
1995), 58 (DIXON et al. 1994) bzw. 59 kDa (WILLIAMS et al. 1994). FERGUSON und 
FLINTOFF (1999), KNEUER et al. (2004) sowie WONG et al. (1998) konnten darüber 
hinaus den Nachweis einer glykosylierten Form des humanen RFC sowie des Rfc von Ratte 
und Hamster erbringen. Diese posttranslationalen Modifikationen scheinen jedoch keine 
Auswirkungen auf die Funktion zu haben (MATHERLY u. GOLDMAN 2003). 
Zusammenfassend konnten KNEUER und HONSCHA (2004) aufzeigen, dass die 
Aminosäurestruktur des Rfc der Nager zu 66-67% mit der des humanen RFC übereinstimmt 
bzw. dass die Übereinstimmung innerhalb der Nagergruppe bei 80-90% liegt. Dies lässt auf 
eine engere phylogenetische Verwandtschaft der Rfc von Ratte, Maus und Hamster 












































































































































































































































































































































































































































































Abb. 2: Modell der hepatozellulären Rfc1 Proteinstruktur der Ratte. 
 BM: Basalmembran 
 
 
Der RFC/Rfc von Mensch, Maus und Ratte wird in benignem Geweben nahezu ubiquitär 
exprimiert und konnte ebenso in einer Reihe von Tumorzellen nachgewiesen werden (WANG 
et al. 2001, WHETSTINE et al. 2002a, HINKEN 2005). Gewebe mit absorptiver Funktion 
wie Niere, Darm oder Plazenta weisen eine hohe Rfc-Expressionsrate auf, während diese in 
Skelett- und Herzmuskelgewebe sehr gering bzw. nicht nachweisbar ist (GANAPATHY et al. 
2004, HINKEN 2005). Die subzelluläre RFC-/Rfc-Lokalisation ist je nach Gewebe und 
dessen Funktion unterschiedlich. In Geweben des Gastrointestinaltraktes sowie des Plexus 
choroideus ist der RFC/Rfc apikal und in Niere und Leber basolateral lokalisiert (WANG et 
al. 2001, MATHERLY u. GOLDMAN 2003, KNEUER et al. 2004, 2005b). 
 
 
2.2.2 Regulationselemente in der Promotorregion des hepatozellulären RFC/Rfc 
 
Die Promotorregion des RFC/Rfc bei Mensch, Ratte, Maus und Hamster weist im Gegensatz 
zu den codierenden Gensequenzen ein geringes Maß an Übereinstimmung auf (MATHERLY 
u. GOLDMAN 2003). Der humane RFC besitzt 7 mögliche Promotorsequenzen, wobei 
jedoch eine Promotoraktivität bislang nur für die 5 -´untranslatierte Region proximal von Exon 
A, B und C nachgewiesen werden konnte (ZHANG et al. 1998, WHETSTINE u. 
MATHERLY 2001, WHETSTINE et al. 2002a). WHETSTINE und MATHERLY (2001) 
konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass die Promotoren A und B des humanen RFC 
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durch Transkriptionsfaktoren der Sp-Familie und der bZip-Superfamilie reguliert werden, 
wobei die Faktoren Sp1 und AP2 für die Aktivierung des Promotors A (WHETSTINE et al. 
2002b) bzw. Methylierungs- und Acetylierungsprozesse für die Aktivierung des Promotors B 
entscheidende Bedeutung haben (WORM et al. 2001). Zusammenfassend hoben 
MATHERLY und GOLDMAN (2003) die wichtige Rolle der verschiedenen 
Transkriptionsfaktoren in der gewebespezifischen RFC-/Rfc-Expression hervor.   
Der hepatozellulär exprimierte Rfc1 der Ratte weist im Promotorbereich Bindungsmotive für 
den AhR/ArNT-Rezeptorkomplex und eine sog. „Barbie Box“ (s. 2.3.1.1), ein durch 
Induktoren vom Phenobarbital-Typ regulierbares Element, auf (HONSCHA et al. 2000). 
Diese Genregulationselemente sind bislang insbesondere bei fremdstoffmetabolisierenden 
Enzymen der Cytochrom P450 Familie bekannt (SWANSON u. BRADFIELD 1993, LIANG 
et al. 1995). Weiterhin konnten HONSCHA et al. (2000) im Promotorbereich des Rfc1 der 
Ratte eine Konsensussequenz für den hepatozytenspezifischen Transkriptionsfaktor HNFB3A 
sowie ein entsprechendes Bindungsmotiv für den Transkriptionsfaktor C/EBP, die sog. 
„CAAT-Enhancer“-Gensequenz, nachweisen. Durch Abgleich der Gensequenz des humanen 
und des murinen RFC/Rfc mit der Gensequenz für Bindungsstellen möglicher 
Transkriptionsfaktoren, konnten durch den Autor für diese ebenfalls entsprechende 
Sequenzen für den AhR/ArNT-Rezeptorkomplex sowie für die Transkriptionsfaktoren C/EBP 
und HNFB ermittelt werden. Die „Barbie Box“-Sequenz konnte dagegen bei diesen beiden 
Spezies nicht nachgewiesen werden. Die Gensequenz des Rfc von Ratte und Maus sowie des 
humanen RFC umfasste ferner eine Reihe von Bindungsstellen für den GR, ER und 
Transkriptionsfaktoren der Sp- und AP-Familie. 
 
 
2.2.3 Charakterisierung der Transportaktivität in Leber und Niere 
 
2.2.3.1 Physiologische Funktion von RFC/Rfc 
 
Der Reduced Folate Carrier/Reduced folate carrier stellt ein aktives Transportsystem für 
reduzierte Folate wie N5-Methyltetrahydrofolat und N5-Formyltetrahydrofolat dar, welches 
sich durch eine hohe Substrataffinität (Km ~ 1-10 µM) und eine geringe Transportkapazität 
auszeichnet. Die Affinität des Transporters gegenüber Folat ist dagegen deutlich niedriger 
(Km ~ 200-400 µM; GOLDMAN et al. 1968, SIROTNAK 1985, WESTERHOF et al. 1995, 
ZHAO et al. 1998, SIERRA u. GOLDMAN 1999, HONSCHA u. PETZINGER 1999). So 
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konnten ZHAO et al. (2001) zeigen, dass der Folat-Transport vornehmlich FOLR-vermittelt 
erfolgt und der RFC/Rfc eine untergeordnete Rolle spielt. RFC/Rfc-Substrate liegen bei 
physiologischem pH charakteristischerweise als Anionen vor (GANAPATHY et al. 2004). 
Deren aktiver RFC/Rfc-vermittelte Transport ist nicht direkt an die Hydrolyse von ATP 
gekoppelt, sondern an die Aufrechterhaltung eines transmembranären pH-Gradienten 
gebunden (HORNE 1990). In diesem Zusammenhang ist der Symport von Protonen in die 
Zelle oder Antiport von OH- denkbar (BRZEZINSKA et al. 2000, GANAPATHY et al. 2004). 
Ferner konnten YANG et al. (1984) zeigen, dass der RFC-vermittelte Transport beim 
Menschen durch die Anwesenheit extrazellulär lokalisierter Phosphate, Folate und Sulfate 
stimuliert wird. In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen beschreibt ZHAO et al. 
(2002) Thiaminphosphat, nicht jedoch Thiamin als ein Substrat des humanen RFC. 
Zusammenfassend besitzt der Reduced Folate Carrier wichtige physiologische Bedeutung für 
die Biosynthese von Nukleotiden (Purin und Thymidin) sowie Aminosäuren und auf diese 
Weise für Zellwachstum und Differenzierung (BRZEZINSKA et al. 2000). Reduzierte Folate 
gewährleisten bspw. die Bereitstellung von Methyl-Gruppen für die Synthese von Methionin 
aus Homocystein. Eine Homocysteinämie, möglicherweise bedingt durch eine herabgesetzte 
RFC-/Rfc-Transportaktivität durch einen Polymorphismus im RFC-/Rfc-Gen, führt zu einer 
erhöhten Inzidenz für kardiovaskuläre Erkrankungen und Schädigungen des Neuralrohres 
während der Embryogenese (De MARCO et al. 2003, GANAPATHY et al. 2004).  
 
 
2.2.3.2 Transport von Methotrexat 
 
Der Reduced Folate Carrier/Reduced folate carrier vermittelt den Transport des 
Chemotherapeutikums Methotrexat (s. 2.1.2) in gesunde Zellen und zahlreiche Tumorzellen 
unterschiedlicher Genese (GOLDMAN et al. 1968, SIROTNAK et al. 1968, FREISHEIM et 
al. 1989, HONSCHA u. PETZINGER 1999). Das Transportprotein besitzt auf diese Weise, 
neben der physiologischen Bedeutung im Rahmen des Folatmetabolismus, ebenfalls eine 
wichtige Rolle in der Therapie zahlreicher neoplastischer und nicht neoplastischer 
Erkrankungen (s. 2.1.1 und 2.1.3). Der RFC/Rfc stellt ein energie- und temperaturabhängiges 
MTX-Transportsystem mit hoher Substrataffinität (Km ~ 1-5 µM) und geringer Kapazität 
(Vmax ~ 2-40 pmol/min/mg Protein) dar (GOLDMAN et al. 1968, WESTERHOF et al. 1995, 
SIERRA u. GOLDMAN 1999, HONSCHA u. PETZINGER 1999, WONG et al. 1999, CAI u. 
HORNE 2003, FLINTOFF et al. 2004). KNEUER et al. (2004) konnten darüber hinaus 
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zeigen, dass die RFC-/Rfc-vermittelte MTX-Aufnahme bei Mensch und Ratte pH-abhängig 
erfolgt, wobei die Aufnahme des Folatantagonisten bei pH 5,5 etwa dreimal höher ist als bei 
physiologischem pH. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit früheren Studien zur pH-
Abhängigkeit der funktionellen Aktivität des humanen RFC (HORNE 1990, RAJGOPAL et 
al. 2001, HORNE u. REED 2002) sowie des Rfc1 im Dünndarm der Ratte (STRUM 1977, 
NAGAKUBO et al. 2001). Wie anhand einer Reihe von Studien weiterhin gezeigt werden 
konnte, war die RFC-/Rfc-vermittelte MTX-Aufnahme bei physiologischem pH 
natriumabhängig und wies keine Hemmung durch Folat auf, während diese bei pH 5,5 
natriumunabhängig erfolgte und bei gleichzeitiger Gabe von Folat deutlich reduziert war 
(HORNE et al. 1976, HONSCHA u. PETZINGER 1999, HONSCHA et al. 2000, 
RAJGOPAL et al. 2001, MATHERLY u. GOLDMAN 2003, KNEUER et al. 2004). 
HONSCHA und PETZINGER (1999) wiesen ferner die Hemmung der Rfc1-vermittelten 
MTX-Aufnahme in primäre Rattenhepatozyten durch reduzierte Folate, Taurocholat und 
Cholat bei pH 7,4 nach.  
 
 
2.3 Regulation von Arzneistoffwechselwegen 
 
2.3.1 Das Cytochrom P450 System 
 
Die zelluläre Aufnahme, Metabolisierung und Ausscheidung physiologischer Stoffe und 
exogener Substanzen wird durch das Zusammenspiel intrazellulär lokalisierter 
fremdstoffmetabolisierender Enzyme im Rahmen der sog. „Phase I/II-Reaktion“ und 
membranständiger Transportproteine, die den Import und Export vermitteln, erreicht 
(MEYER 1996, XU et al. 2005). Die fremdstoffmetabolisierenden Enzyme der Phase I stellen 
vornehmlich Oxidoreduktasen der Cytochrom P450-Superfamilie dar. Diese werden in hohem 
Maße in Leber, Gastrointestinaltrakt, Niere sowie Lunge exprimiert und umfassen insgesamt 
36 Genfamilien. Die Einteilung der Enzyme in Familien und Unterfamilien erfolgt anhand 
von Übereinstimmungen in der Sekundärstruktur (RUSHMORE u. KONG 2002). Bei 
Säugern konnten bisher 12 Cytochrom P450-Familien nachgewiesen werden, wobei den 
Genfamilien 1, 2, 3, 4 und 7 besondere Bedeutung im Arzneimittelmetabolismus 
zugesprochen wird (GONZALES u. NEBERT 1990, NEBERT et al. 1991, NELSON et al. 
1996, SIMPSON 1997, WAXMAN 1999, LEWIS 2003, PASCUSSI et al. 2003). Das humane 
Cytochrom P450 3A4 besitzt hierbei eine Sonderstellung, da dieses aufgrund der geringen 
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Substratspezifität etwa 50% aller Arzneistoffe metabolisiert (BERTZ u. GRANNEMAN 
1997).  
Die vornehmlich in der Leber lokalisierten Cytochrom P450-Enzyme der Unterfamilie 2B 
vermitteln die Metabolisierung verschiedener Arzneimittel wie Chemotherapeutika, 
antiretroviraler Substanzen und Anästhetika sowie endogener Substanzen wie Testosteron 
(ROY et al. 1999, ERICKSON et al. 1999, GERVOT et al. 1999, COURT et al. 2001, WANG 
et al. 2003a). Die Gensequenz des humanen und murinen Cytochrom P450 2B6 bzw. 2b10 
sowie des Cytochrom P450 2B1/2 der Ratte wurden bereits vor einigen Jahren identifiziert 
und kloniert (FUJII-KURIYAMA et al. 1982, RAMPERSAUD u. WALZ 1983, HOFFMAN 
et al. 1995, HONKAKOSKI u. NEGISHI 1997). Vertreter der Cytochrom P450 2B-
Unterfamilie weisen insgesamt eine geringe und interindividuell stark variable hepatozelluläre 
Expression auf, welche charakteristischerweise in hohem Maße durch das Antiepileptikum 
Phenobarbital stimuliert wird (HARDWICK et al. 1983, WAXMAN u. AZAROFF 1992, 
CODE et al. 1997, CHANG et al. 1997, HONKAKOSKI u. NEGISHI 1997). In diesem 
Zusammenhang führten WANG et al. (2003a) sowie XIE und EVANS (2001) auf, dass 
Cytochrom P450 2B6 bis zu 10% der hepatozellulären Cytochrom P450-Enzyme stellt und 
ferner am Metabolismus von bis zu 25% der handelsüblichen Arzneimittel beteiligt ist.  
 
 
2.3.1.1 Transkriptionelle Regulation der Cytochrom P450-Enzyme durch  
 Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP 
 
Die Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme der Cytochrom P450-Superfamilie erfolgt 
prinzipiell nach Exposition des Organismus gegenüber endogenen oder exogenen Substanzen. 
Die Regulation findet vornehmlich auf Ebene der Transkription statt und wird über 
verschiedene Kernrezeptoren vermittelt (s. Abb. 3; OKEY 1990, DENISON u. WHITLOCK 
1995, XU et al. 2005). Die Kernrezeptoren AhR sowie die Vertreter der sog. „Orphan nuclear 
receptors“ PXR (NR1I2), CAR (NR1I3), PPAR (NR1C), LXR (NR1H2/3) und FXR 
(NR1H4) stellen intrazellulär lokalisierte Transkriptionsfaktoren dar, die in Folge der 
Exposition mit endogenen Substanzen bzw. Xenobiotika aktiviert werden. Im Zellkern findet 
nachfolgend die Bildung von Heterodimeren mit den Ko-Faktoren ARNT bzw. RXR (NR2B) 
statt. Diese binden an die jeweilige Sequenz, das sog. „Response Element“, des Zielgens und 
regulieren dessen Expression. Infolgedessen kommt es zu einem gesteigerten Metabolismus 
und Elimination des Induktors, da dieser i.d.R. auch Substrat des induzierten Cytochrom P450 
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Enzyms ist (GONZALES 1989, SWANSON u. BRADFIELD 1993, MOORE et al. 2000, 
WANG u. LECLUYSE 2003). Die Kernrezeptoren LXR und FXR stellen Gegenspieler im 
Rahmen der Cytochrom P450 7A-Regulation dar. LXR stimuliert die durch Cytochrom P450 
7A-vermittelte Biosynthese von Gallensäuren (LEHMANN et al. 1997, WANG u. 
LECLUYSE 2003). Der Kernrezeptor FXR dagegen ist, im Rahmen eines negativen 
Feedbackmechanismus bei erhöhter Gallensäurenkonzentration, für die SHP-vermittelte 
Hemmung von Cytochrom P450 7A verantwortlich (GOODWIN et al. 2000). 
Das Antiepileptikum Phenobarbital stellt den Prototyp einer großen Gruppe von lipophilen, 
strukturell unterschiedlichen Substanzen dar, welche die transkriptionelle Regulation der 
Genexpression von Phase I und II Enzymen sowie Transportproteinen vermitteln 
(SUEYOSHI u. NEGISHI 2001, XU et al. 2005; s. Abb. 3). Zur Gruppe der Induktoren vom 
PB-Typ gehören bspw. Arzneimittel wie Carbamazepin, Chlorpromazin, Clotrimazol, 
Phenytoin, Primidon oder das Chemotherapeutikum Cyclophosphamid. Ferner stellen 
Pestizide wie Chlordan, Lösungsmittel wie Aceton oder pflanzliche Produkte wie Kampfer 
und Diallylsulfid Vertreter dieser Gruppe dar (CZEKAJ 2000, SUEYOSHI u. NEGISHI 
2001). Es handelt sich vornehmlich um einen hepatozellulären Regulationsmechanismus, 
wobei dieser jedoch ebenfalls in Hirngewebe (ZELKO u. NEGISHI 2000) und Gliazellen 
(GENG u. STROBEL 1998) der Ratte nachgewiesen werden konnte. Ferner wurden PB-
vermittelte pleiotrope Effekte an der Leber in Form einer Tumorpromotion bei Nagetieren, 
Zunahme der Lebermasse und Proliferation des endoplasmatischen Retikulums beschrieben 
(CONNEY 1967, SCHULTE-HERMANN 1974). Die durch PB-induzierte Stimulation der 
Genexpression scheint ein im Verlauf der Evolution konservierter und in der Natur weit 
verbreiteter Mechanismus zu sein. So konnte dieser bei Cytochrom P450 2A, 2B, 2C, 3A 
bzw. 6A von Säugetieren (SUEYOSHI u. NEGISHI 2001), Cytochrom P450 2H vom Huhn 
(MATTSCHOSS et al. 1986) und Cytochrom P450 2 von Amphibien und Reptilien (ERTL u. 
WINSTON 1998) nachgewiesen werden. Neben der Regulation der Genexpression in 
eukaryoten Zellen konnten HE und FULCO (1991) zudem den Nachweis der PB-vermittelten 
Regulation von Cytochrom P450 Genen in Bakterien erbringen. 
Die durch PB bedingte Regulation der hepatozellulären Expression von Cytochrom P450 2B 
Genen bei Mensch, Ratte und Maus wird durch den Kernrezeptor CAR vermittelt (s. Abb. 4). 
In diesem Zusammenhang konnten bspw. WEI et al. (2000) zeigen, dass die Vorbehandlung 
mit PB in Wildtypmäusen, nicht jedoch in CAR (-/-) Mäusen, zu einer Induktion der 
Cytochrom P450 2b10-Genexpression führte. Der Kernrezeptor CAR ist in Abwesenheit von 
PB vornehmlich im Zytosol lokalisiert und weist eine hohe basale Genexpressionsrate auf 
  Literaturübersicht 
 
20 
(CHOI et al. 1997, SUEYOSHI u. NEGISHI 2001). Ferner bildet dieser in inaktiver Form 
einen Komplex mit dem sog. „CAR cytoplasmatic retention protein“ (CCRP) und dem 
Hitzeschockprotein HSP90 (KOBAYASHI et al. 2003, YOSHINARI et al. 2003). Die CAR-
Aktivierung kann indirekt über die Induktoren vom PB-Typ oder über eine TCPOBOP-
vermittelte direkte Aktivierung erfolgen (HONKAKOSKI et al. 1998, MOORE et al. 2000, 
TZAMELI et al. 2000), welche jedoch eine untergeordnete Rolle in der Cytochrom P450 2B-
Regulation zu spielen scheint (MOORE et al. 2000, SUEYOSHI u. NEGISHI 2001). In 
Anwesenheit von PB kommt es zu einer durch die Protein Phosphatase 2A-vermittelten 
Dephosphorylierung und Freisetzung von CAR aus dem zytoplasmatischen Proteinkomplex. 
Anschließend erfolgt die Translokation des Rezeptors in den Zellkern  (KAWAMOTO et al. 
1999). In Übereinstimmung mit diesen Befunden konnte anhand von in vivo- sowie in vitro-
Studien mittels primärer Ratten- und Maushepatozyten gezeigt werden, dass die PB-bedingte 
CAR-Translokation und nachfolgende Induktion von Cytochrom P450 2B durch 
Vorbehandlung mit dem relativ spezifischen Protein Phosphatase 1/2A-Inhibitor Okadaic-
Säure gehemmt wurde (COHEN et al. 1990, SIDHU u. OMIECINSKI 1997, HONKAKOSKI 
u. NEGISHI 1998, KAWAMOTO et al. 1999, PUSTYLNYAK et al. 2005). Im Zellkern 
erfolgt die vollständige CAR-Aktivierung durch eine Ca++/calmodulin-abhängige Kinase-
vermittelte und gegenüber den spezifischen Kinase-Inhibitoren KN-62/KN-93-sensitive 
Phosphorylierung des Kernrezeptors (NEGISHI 2000, MARC et al. 2000). Weiterhin konnte 
mittels zahlreicher in vivo- sowie in vitro-Studien nachgewiesen werden, dass die 
Steroidderivate Androstenol und Androstanol die Interaktion zwischen CAR und Ko-
Aktivatoren wie SRC-1 und Sp1 hemmen (FORMAN et al. 1998, GOODWIN et al. 2002, 
FRASER et al. 2003, HONKAKOSKI et al. 2003, PASCUSSI et al. 2003). Ferner scheint der 
Kernrezeptor SHP an der Regulation der CAR-Aktivierung und somit ebenfalls an der 
Cytochrom P450 2B-Genexpression beteiligt zu sein (SEOL et al. 1996, BAE et al. 2004). 
Nachfolgend bildet CAR mit dem Kernrezeptor RXR ein Heterodimer und bindet an ein 51 
bp umfassendes Regulationselement das sog. „Phenobarbital responsive enhancer module“ 
(PBREM) innerhalb der distalen Promotorregion der Cytochrom P450 2B Gene 
(HONKAKOSKI et al. 1998, SUEYOSHI u. NEGISHI 2001). Dieses Gensegment wurde 
bisher in murinem CYP2b10, humanem CYP2B6 und CYP2B1/2 der Ratte nachgewiesen, 
wobei die DNA-Bindungsstelle bei Ratte und Maus identisch ist und eine Homologie von 
95% zur Bindungsstelle des humanen CAR aufweist (HONKAKOSKI et al. 1998, 
SUEYOSHI et al. 1999, JONES et al. 2000). Das Genregulationselement setzt sich aus zwei 
Kernrezeptorbindungsstellen NR1 und NR2 sowie einer Bindungsstelle für den Faktor NF1 
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zusammen. Die Aktivierung des PBREM durch zahlreiche Induktoren vom PB-Typ wird 
vornehmlich über den Rezeptor NR1 vermittelt. Der Faktor NF1 scheint dagegen eine 
untergeordnete Rolle zu spielen (HONKAKOSKI et al. 1998, RAMDSEN et al. 1999 
GANEM et al. 1999, SUEYOSHI et al. 1999, KIM et al. 2000). Darüber hinaus lieferten 
WANG et al. (2003a) sowie XIE et al. (2000) Hinweise, dass der Kernrezeptor PXR ebenfalls 
an NR1 und NR2 des humanen PBREM bindet und ferner ein sog. “Distal response element“ 





Abb. 4: Hypothetischer Mechanismus der PB-vermittelten Regulation der hepatozellulären Expression 
von Cytochrom P450 2B Genen bei Mensch, Ratte und Maus. 
AA: Androstanol; AE: Androstenol; AP1: Aktivatorprotein 1; CAR: Constitutive androstane receptor; 
C/EBP: CCAAT/enhancer binding protein; Co-reg: Ko-Regulatoren; CYP: Cytrochrom P450; GRE: 
Glucocorticoid response element; KN-62/-93: Ca++/Calmodulin-abhängiger Kinase-Inhibitor-62/-93; 
NF1: Kernfaktor1; NR: Kernrezeptor; OA: Okadaic-Säure; P: Phosphor; PB: Phenobarbital; PBREM: 
Phenobarbital responsive enhancer module; PBRE-NR: Phenobarbital responsive enhancer-nuclear 
receptor; PE: Positive element; SHP: Short heterodimer partner; Sp1: Simian virus 40 Promoterfaktor 
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TCPOBOP, ein Pestizidbestandteil, vermittelt die Cytochrom P450 2b10 Genregulation durch 
direkte Bindung an den murinen CAR-Rezeptor (KENDE et al. 1985, TZAMELI et al. 2000, 
MOORE et al. 2002). Dieser Mechanismus scheint speziesspezifisch zu sein, da die 
TCPOBOP-vermittelte Induktion von Cytochrom P450 2B der Ratte deutlich geringer 
ausgeprägt ist bzw. diese für das humane Cytochrom P450 2B6 nicht nachgewiesen werden 
konnte (NIMS et al. 1993, MOORE et al. 2000). So zeigten MOORE et al. (2000) und 
TZAMELI et al. (2000) anhand von in vitro-Bindungsstudien, dass TCPOBOP nicht an den 
humanen CAR und PB weder an den CAR der Ratte noch an den humanen CAR bindet. 
SUEYOSHI und NEGISHI (2001) folgerten, dass die durch TCPOBOP-vermittelte 
Translokation des murinen CAR speziesspezifisch ist und die CAR-Translokation bzw. 
Aktivierung insgesamt entgegen dem Musterbeispiel des Steroidrezeptors Liganden-
unabhängig über eine komplexe Signalkaskade erfolgt (s. Abb. 4). 
Die PB-vermittelte Regulation der Genexpression von Cytochrom P450BM-1 (CYP106) und 
Cytochrom P450BM-3 (CYP102) in Bacillus megaterium wird durch die sog. „Barbie Box“ 
vermittelt (FULCO 1991; s. Abb. 5). Die „Barbie Box“ stellt eine 17-bp große 
Nukleotidsequenz in der Promotorregion der Cytochrome dar, welche in Abwesenheit von PB 
durch das Repressorprotein Bm3R1 inhibiert wird (s. Abb. 5 A). In Anwesenheit von PB 
kommt es zu einer Aufhebung der Bm3R1-bedingten Blockade der Genexpression, wobei PB 
direkt an die für Bm3R1 kodierende Sequenz bindet oder sog. „Positive factors“ wie Bm3P1 
mit Bm3R1 um die Promotorbindungsstelle der Cytochrom P450-Enzyme konkurrieren 
(SHAW u. FULCO 1992, SHAW u. FULCO 1993, KEMPER 1998; s. Abb. 5 B). Die „Barbie 
Box“ konnte ebenso in der proximalen Promotorregion zahlreicher durch PB regulierbarer 
eukaryoter Gene nachgewiesen werden (DENISON u. WHITLOCK 1995). Diese scheint 
jedoch im Rahmen der PB-vermittelten Regulation der Genexpression keine bzw. hinsichtlich 
der basalen Promotoraktivität in Cytochrom P450 2B Genen eine untergeordnete Rolle zu 
spielen (RAMSDEN et al. 1993, LIANG et al. 1995, PARK et al. 1996, STOLTZ et al. 1998). 
Ein proximaler Sequenzbereich, welcher die „Barbie Box“ einschließt, wies jedoch nach 
Vorbehandlung mit PB eine gesteigerte Promotor- und Proteinbindungsaktivität auf. Dieses 
Segment wird als sog. „Positive Element “ (PE) bezeichnet (SHEPHARD et al. 1994, 






































Abb. 5: Schematische Darstellung der PB-vermittelten transkriptionellen Regulation von Cytochrom 
P450BM-3 (CYP102) in Bacillus megaterium.  
Abb. 5 A: Bm3R1-bedingte Inhibition der CYP102-Genexpression in Abwesenheit von PB. 
Abb. 5 B: Aufhebung der Bm3R1-vermittelten Blockade der CYP102-Genexpression in Anwesenheit 
von PB. Die „Barbie Box“ ist als schwarzer Balken innerhalb der kodierenden Sequenz für das 
Repressorprotein BM3R1 dargestellt. 
 
 
2.3.2 Regulation von hepatozellulären Transportproteinen 
 
2.3.2.1 Regulation über Kernrezeptoren am Beispiel von OATP und MRP 
 
Anhand einer Reihe von Studien zur transkriptionellen Regulation von Transportproteinen 
konnte übereinstimmend gezeigt werden, dass diese in Abstimmung mit Phase I und II 
Enzymen durch Kernrezeptoren, insbesondere CAR und PXR, reguliert werden und somit 
einen wichtigen Bestandteil des zellulären Schutzmechanismus gegenüber endogenen 
Substanzen und Xenobiotika darstellen (XU et al. 2005). 
Die Vertreter der Superfamilie der Organischen Anionen Transportierenden Polypeptide 
(OATP; SLCO21) werden in vielen Geweben wie Niere, Gastrointestinaltrakt und Leber 
exprimiert und vermitteln den natriumunabhängigen Transport zahlreicher organischer 
Anionen, sowohl endogenen als auch exogenen Ursprungs (MEIER u. STIEGER 2002, 
TAMAI et al. 2000, HAGENBUCH u. MEIER 2004).  Der humane OATP1B1 (SLCO1B1), 
welcher vornehmlich in der basolateralen Membran von Hepatozyten lokalisiert ist, zeichnet 
sich durch den Transport von Gallensäuren sowie Arzneimitteln wie z.B. Rifampicin aus 
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(HSIANG et al. 1999, ABE et al. 1999, KÖNIG et al. 2000, TAMAI et al. 2000). FRANK et 
al. (2005) konnten mittels einer in vitro-Studie an HepG2-Zellen zeigen, dass die Induktion 
der OATP1B1-Genexpression nach Vorbehandlung mit Rifampicin PXR-vermittelt erfolgt 
und wiesen ergänzend Bindungsstellen für das PXR-RXR Heterodimer in der Promotorregion 
des OATP1B1-Gens nach. Weiterhin konnte die PXR- bzw. CAR-bedingte Regulation des 
Transportproteins Oatp1a4 (Slco1a4) von Maus und Ratte belegt und wiederum PXR-
spezifische Bindungsstellen in der Promotorregion des Transporters nachgewiesen werden 
(GUO et al. 2002a, b; STAUDINGER et al. 2003). CHENG et al. (2005) zeigten ferner, dass 
die Oatp1a4-Genexpression nach Vorbehandlung mit dem PXR-Induktor PCN stimuliert 
wurde, während eine deutliche Reduktion der Genexpression von Oatp1a1 (Slco1a1), 
Oatp1a5 (Slco1a5) und Oatp1b2 (Slco1b2) zu verzeichnen war. Weiterhin konnte der 
Nachweis der CAR- bzw. AhR-vermittelten Reduktion der Oatp1a1-Genexpression erbracht 
werden. Der humane OATP1B3 wird in der Leber und verschiedenen Tumorzelllinien 
exprimiert und vermittelt den natriumunabhängigen Transport von Gallensäuren und 
Arzneimitteln wie Methotrexat (ABE et al. 2001, KÖNIG et al. 2000, HAGENBUCH u. 
Meier 2004). Eine in vitro-Studie an HepG2-Zellen lieferte den Hinweis auf eine FXR-
bedingte Induktion der OATP1B3-Genexpression nach Vorbehandlung mit 
Chendesoxycholsäure (JUNG et al. 2002). 
Vertreter der sog. „Multidrug Resistance-associated Protein (MRP)“-Transportproteine 
gehören zu der Superfamilie der „ATP-binding cassette (Abc)“-Transporter, Unterfamilie C. 
Bisher wurde die mRNA 9 humaner MRP-Proteine nachgewiesen, wobei MRP1-7 eine 
bedeutende Rolle in der Elimination zahlreicher endogener und exogener organischer 
Anionen spielen (BORST et al. 2000, XU et al. 2005). MRP2/Mrp2 (cMOAT, 
ABCC2/Abcc2) wird vornehmlich in Leber, Niere und Gastrointestinaltrakt exprimiert und ist 
in der kanalikulären Membran lokalisiert. MRP3/Mrp3 (ABCC3/Abcc3) weist dagegen eine 
subzelluläre Lokalisation in der basolateralen Hepatozytenmembran auf (HIROHASHI et al. 
1999, KÖNIG et al. 1999, CHAN et al. 2004). KAST et al. (2002) konnten zeigen, dass nach 
Vorbehandlung von humanen sowie Rattenhepatozyten mit den spezifischen PXR-, FXR- 
bzw. CAR-Induktoren PCN, Chenodeoxycholsäure bzw. PB eine deutliche Steigerung der 
MRP2/Mrp2-Genexpression vorlag. Diese wurde durch ein Genregulationselement in der 
MRP2/Mrp2-Promotorregion vermittelt, welches als Bindungsstelle für die Kernrezeptor-
RXR-Heterodimere diente. Diese Beobachtungen konnten mittels in vivo-Studien an Ratten 
sowie Mäusen bestätigt werden (RUSHMORE u. KONG 2002, STAUDINGER et al. 2003). 
Weiterhin wurde die CAR- bzw. PXR-vermittelte Regulation der MRP3/Mrp3-Genexpression 
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in humanen Hepatomzelllinien sowie mittels einer in vivo-Studie an Mäusen nachgewiesen 
(TENG et al. 2003, STAUDINGER et al. 2003). MRP4/Mrp4 ist in der basolateralen 
Hepatozytenmembran von Mensch und Nager lokalisiert und vermittelt bspw. die Elimination 
von sulfatkonjugierten Gallensäuren (RIUS et al. 2003). Anhand einer in vitro-Studie an 
HepG2-Zellen bzw. humanen Hepatozyten sowie in vivo-Studien an Mäusen konnten ASSEM 
et al. (2004) zeigen, dass die Regulation der MRP4/Mrp4-Genexpression in Abstimmung mit 
der Genexpression des Enzyms Sulfotransferase 2a1 CAR-vermittelt erfolgt. 
 
 
2.3.2.2 Proteinkinase A und C-vermittelte posttranslationale Regulation  
 
Die Proteinkinase C (PKC) und die Proteinkinase A (PKA) spielen eine wichtige Rolle in der 
schnellen und kurzfristigen posttranslationalen Regulation von Proteinen, deren Aktivität über 
eine Phosphorylierung der Aminosäurereste Serin/Threonin bzw. Tyrosin beeinflusst wird. 
Vertreter der Proteinkinase C-Familie stellen eine Gruppe von Serin/Threonin-Kinasen dar, 
welche ubiquitär exprimiert und charakteristischerweise durch Kalzium und Lipide wie DAG 
aktiviert werden (LIU u. HECKMAN 1998). Die Proteinkinase A stellt eine cAMP-abhängige 
Kinase dar, welche in verschiedenste physiologische Signalübertragungswege involviert ist 
(KRAUSS 2003). Prinzipiell erfolgt die PKC- bzw. die PKA-vermittelte posttranslationale 
Regulation von Transportproteinen durch direkte Phosphorylierung des Proteins (CONRADT 
u. STOFFEL 1997, VAUGHAN et al. 1997, LEDERER et al. 2003) oder durch Veränderung 
der Transportproteindichte in der Plasmamembran (BENEDETTI et al. 1994, BOYER u. 
SOROKA 1995, HIRSCH et al. 1996, RAMAMOORTHY et al. 1998, ROELOFSEN et al. 
1998, PAJOR u. SUN 1999).  
Die Transportproteine Oatp1a1 (Slco1a1) und Oatp1a4 (Slco1a4) der Ratte sind 
verantwortlich für die natriumunabhängige hepatozelluläre Aufnahme zahlreicher organischer 
Anionen endogenen und exogenen Ursprungs und weisen eine basolaterale Lokalisation auf. 
Diese Proteine besitzen eine Reihe möglicher PKA- bzw. PKC-Phosphorylierungsstellen 
(JAQUEMIN et al. 1994, NOE et al. 1997, ABE et al. 1998, CATTORI et al. 2001). GUO 
und KLAASSEN (2001) konnten zeigen, dass die Oatp1a1- bzw. Oatp1a4-vermittelte 
Transportaktivität von Estrogen-3-sulfat bzw. Digoxin nach Vorbehandlung mit dem 
spezifischen PKC-Induktor PMA, nicht aber mit dem PKA-Induktor cAMP, zeit- sowie 
konzentrationsabhängig reduziert war. Dieser Effekt konnte mit dem spezifischen PKC-
Inhibitor Bisindolylmaleimid (BIM) nahezu vollständig aufgehoben werden.  
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Der Organische Anionen Transporter1/Organische anionen transporter1 (OAT1/Oat1; 
SLC22A6/Slc22a6) von Mensch, Maus und Ratte wird vornehmlich in der Niere exprimiert 
und ist in der basolateralen Membran der proximalen Tubuli lokalisiert. Der OAT1/Oat1 
vermittelt den Transport vieler endogener und exogener Substanzen wie r-Aminohippurat 
und Methotrexat und weist mehrere mögliche PKC-Phosphorylierungsstellen auf (LOPEZ-
NIETO et al. 1997, SEKINE et al. 1997, SWEET et al. 1997, HOSOYAMADA et al. 1999, 
BAHN et al. 2000, MIYAZAKI et al. 2004). Anhand einer Reihe von in vitro-Studien konnte 
eine Reduktion der OAT1/Oat1-vermittelten Transportaktivität nach Vorbehandlung mit 
PKC-Induktoren wie PMA nachgewiesen werden (UWAI et al. 1998, YOU et al. 2000, 
WOLFF et al. 2003). Im Gegensatz dazu wiesen in vivo- und in vitro-Studien darauf hin, dass 
die Transportaktivität von Mrp2 (Abcc2) der Ratte, Bsep (Abcb11) der Maus sowie P-
Glycoprotein (ABCB1), welche die hepatozelluläre Elimination von Steroidkonjugaten und 
zahlreichen Arzneimitteln bedingen, durch eine PKC-vermittelte Regulation gesteigert wurde 
(ENDICOTT u. LING 1989, ROELOFSEN et al. 1991, PIKULA et al. 1994, NOE et al. 
2001).  
Im Rahmen der PKA-vermittelten posttranslationalen Regulation scheint vornehmlich eine 
Veränderung der Transportproteindichte in der Plasmamembran zu erfolgen. So zeigten 
ROELOFSEN et al. (1998), dass es nach Vorbehandlung mit dem spezifischen PKA-Induktor 
cAMP zu einem gesteigerten Einbau von Mrp2 in die kanalikuläre Membran von 
Rattenhepatozyten und zu einem deutlichen Anstieg der Mrp2-Exportaktivität kam. 
Übereinstimmend führte die Vorbehandlung von primären Rattenhepatozyten mit cAMP zu 
einer gesteigerten kanalikulären Sekretion von Gallensäuren im Vergleich zu unbehandelten 
Zellen (BOYER u. SOROKA 1995). 
 
Zusammenfassend wird die Pharmakokinetik verschiedenster Arzneimittel und Xenobiotika, 
welche carrier-vermittelt in Zellen transportiert werden, über direkte Interaktionen von 
Fremdstoffen am Transportprotein oder durch Regulation der Transporteraktivität beeinflusst. 
Letztere kann auf Ebene der Transkription durch Regulation der Genexpression oder durch 
Phosphorylierung und Internalisierung des Transportproteins im Rahmen einer 
posttranslationalen Regulation erfolgen (s. 2.3.2). Diese Regulationsmechanismen finden in 
Abstimmung mit der Regulation von Phase I und II Enzymen statt, wodurch die koordinierte 
Aufnahme, der Metabolismus und die Elimination des jeweiligen Pharmakons gewährleistet 
wird (XU et al. 2005). Dies ermöglicht gleichzeitig die maximale Elimination des 
Arzneimittels und stellt somit einen wichtigen zellulären Schutzmechanismus gegenüber 
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unerwünschten Nebenwirkungen von Xenobiotika dar. Diese koordinierte Regulation von 
Arzneistoffwechselwegen kann jedoch in der Klinik ebenfalls eine verminderte 
Therapieeffizienz zur Folge haben. Es kommt bspw. zu der Ausbildung einer Chemoresistenz 
von Tumorzellen im Verlauf einer Tumortherapie durch eine verminderte Aufnahme und/oder 
gesteigerte Elimination des Pharmakons bei gleichzeitiger Induktion des 
Arzneistoffmetabolismus (s. 2.1.3). Nachfolgend käme es zu einem Abfall der intrazellulären 
Wirkspiegel des Chemotherapeutikums und auf diese Weise zu einer Verschlechterung der 
Therapieeffizienz und damit der Patientenprognose. Die Regulation von Transportproteinen 
als Bestandteil der koordinierten Regulation der Pharmakokinetik verschiedenster 
Arzneistoffe und Xenobiotika besitzt aufgrund der damit einhergehenden erwünschten und 




2.4 Das HPCT-1E3-Zellkulturmodell 
 
Die Hybridzelllinie HPCT-1E3 wurde Anfang der 90er Jahre unter der Leitung von  Prof. 
Petzinger (Institut für Pharmakologie und Toxikologie, Fachbereich Veterinärmedizin, Justus-
Liebig-Universität, Gießen, Deutschland) aus primären Rattenhepatozyten und Fao Reuber 
Hepatoma Zellen H35 gewonnen (FÖLLMANN et al. 1989a, 1989b). HPCT-1E3-Zellen 
weisen sowohl morphologische als auch funktionelle Eigenschaften differenzierter 
Rattenhepatozyten auf. So zeigten PETZINGER et al. (1994), dass die Hepatocytoma-Zellen 
in Kultur einen homogenen, einschichtigen Zellrasen bestehend aus polygonalen, polarisierten 
und kontinuierlich wachsenden Zellen bilden, welcher morphologisch primären 
Rattenhepatozyten in Kultur gleicht. Ferner konnte weder eine in vivo- noch eine in vitro-
Malignität der Fusionzelllinie festgestellt werden. HPCT-1E3-Zellen besitzen hinsichtlich 
ihrer Ultrastruktur einen dichten Mikrovillibesatz sowie eine enorme Dichte von Golgi-
Komplexen. Weiterhin konnte die Bildung sog. „Pseudokanalikuli“ beobachtet werden, 
welche phänotypisch Gallengängen von Hepatozytencouplets in Kultur gleichen (GAUTAM 
et al. 1987, GRAF et al. 1984). Die funktionelle Aktivität der „Pseudokanalikuli“ wurde 
anhand der Sekretion eines fluoreszierenden Gallensäurederivats nachgewiesen (BLUMRICH 
et al. 1994). Die Polarität der HPCT-1E3-Zellen wurde ferner mittels spezifischer Antigene 
sowie der Bestimmung der Enzymaktivität der g-Glutamyltransferase in der kanalikulären 
Membran aufgezeigt. Ein weiterer Hinweis auf die hepatozytenspezifischen Eigenschaften der 
  Literaturübersicht 
 
28 
Hybridzelllinie ist die hormonsensitive Bildung, Metabolisierung und der Transport von 
Gallensäuren wie Cholat (BLUMRICH et al. 1994). UTESCH et al. (1992) konnten ferner 
zeigen, dass die Hepatocytoma-Zellen eine mit primären Rattenhepatozyten vergleichbare 
Phase II- sowie eine schwach ausgeprägte Cytochrom P450-Enzymaktivität (s. 2.3.1) 
besitzen.  Darüber hinaus weisen die HPCT-1E3-Zellen einen hormonsensitiven 
Kohlenhydratstoffwechsel sowie die insulinsensitive Bildung und Sekretion der 
Plasmaproteine Albumin und Transferrin auf (KATZ et al. 1992, IMMENSCHUH et al. 
1993). HONSCHA u. PETZINGER (1999) lieferten zudem Hinweise auf einen Transport von 
organischen Anionen wie dem Zytostatikum Methotrexat (s. 2.1). 
Um die Regulation des Rfc1-vermittelten Methotrexat-Transportes im HPCT-1E3-
Zellkulturmodell untersuchen zu können, wurden die Hepatocytoma-Zellen im Rahmen von 
Vorarbeiten eingehend hinsichtlich der endogenen Expression einiger wichtiger 
Transportproteine für organische Anionen untersucht. Die Genexpression der 
Transportproteine Oat2, Oatp1a1, Oatp1a3, Oatp1a4, Oatp1b2, Rfc1 und FOLR, welche die 
Aufnahme organischer Anionen vermitteln, sowie der Effluxtransporter Mrp1, Mrp2, Mrp3, 
Mrp4, Mrp5, Mrp6 und P-Glykoprotein wurde mittels RT-PCR nachgewiesen. Das 
Expressionsprofil ist mit dem der Rattenleber nahezu identisch bzw. weist deutliche 
Unterschiede zum Expressionsprofil der Niere auf. So konnte bspw. der Oat1 bzw. der 
Oatp1a3 nur in der Niere, nicht aber in Leber und HPCT-1E3-Zellen, nachgewiesen werden. 
Ferner konnte sowohl in Leber als auch in Hepatocytoma-Zellen eine hepatozytenspezifisch 
ausgeprägte Oat2- bzw. Mrp2-Genexpression ermittelt werden. Nachfolgend wurde die 
funktionelle Aktivität der Transportproteine Oat2, Oatp1a1, Oatp1a4, Oatp1b2 und Rfc1 
sowie Mrp1-6 und P-Glykoprotein bestimmt. Diese konnte unter Verwendung spezifischer 
Substrate sowie Inhibitoren für den jeweiligen Transporter bzw. die Transporterfamilie 
bestätigt werden. Die funktionelle Aktivität des Rfc1 wurde mittels der intrazellulären 
Akkumulation von fluoreszenzmarkiertem Methotrexat (FMTX) über 30 min bestimmt. Die 
FMTX-Aufnahme war sättigbar und wies in Übereinstimmung mit früheren Studien einen 
Km-Wert von 3,4 µM auf (WONG et al. 1995, RAJGOPAL et al. 1995). Ferner konnte die 
Natriumabhängigkeit des Rfc1 bei neutralem pH bestätigt werden (HONSCHA u. 
PETZINGER 1999, KNEUER u. HONSCHA 2004). Zusammenfassend vereinigen  HPCT-
1E3-Zellen wichtige phänotypische Eigenschaften differenzierter Rattenhepatozyten in Kultur 
mit dem kontinuierlichen Wachstum immortaler Zelllinien und stellen somit ein geeignetes in 
vitro-Modell für das Studium komplexer Leberfunktionen wie der Regulation von 
Transportproteinen dar (HALWACHS et al. 2005; s. Anhang).  
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3  MATERIAL UND METHODEN 
 




Gebräuchliche Laborchemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), 
Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland) bezogen. Alle 
verwendeten Chemikalien lagen in der höchstmöglichen Reinheit, i.d.R. p.a. Qualität, vor.  
 
Ferner kamen folgende Chemikalien zur Anwendung: 
 
· Bisindolylmaleimid I                  (Calbiochem, San Diego, CA, USA) 
· Chlorpromazin                            (Fluka, Taufkirchen, Deutschland) 
· Dibutyryl-cAMP                         (Roche, Mannheim, Deutschland) 
· H-89 Dihydrochlorid                  (Calbiochem, San Diego, CA, USA) 
· Okadainsäure                             (A.G. Scientific Inc., San Diego, CA, USA) 
· Phorbol-12-myristat-13-acetat    (Calbiochem, San Diego, CA, USA) 
· WST-1-Tetrazoliumsalz             (Roche, Mannheim, Deutschland) 
 



















Citrat-Phosphat-Puffer     
Endkonz. 
Lösung 1: 14,2 g/L Na2HPO4   80 mM  
Lösung 2: 10,5 g/L Citronensäuremonohydrat 50 mM  




Lösung A    Endkonz. Lösung B   Endkonz. 
1      g/L  KCl    2,72  mM 57,16 g/L KH2PO4 0,42 mM 
1,07 g/L MgCl2x 6H2O  1,05  mM ad 1L Aqua bidest. 
1,32 g/L CaCl2x 2H2O     1,8    mM 
ad 1L Aqua bidest. 
40        ml  Stammlösung A 
0,2       ml  Stammlösung B 
0,2       g    Glukose      5,55 mM 
3,83     g    Cholinchlorid     137  mM 
0,496   ml Cholinbicarbonat         12  mM 
ad 0,2 L Aqua bidest. 
Die Stammlösungen wurden bei 4 °C aufbewahrt und der Cholin-Tyrode-Puffer vor jedem 
Versuch neu hergestellt. Der pH des Cholin-Tyrode-Puffers wurde mit KOH auf 7,4 
eingestellt und anschließend erfolgte die Inkubation des Puffers bei 37 °C im Wasserbad unter 
Carbogen für 30 min. Abschließend wurde der pH erneut mit KOH auf 7,4 eingestellt. 
 
Kalium-Phosphat-Puffer   
  Endkonz. 
Lösung 1: 13,6 g/L KH2PO4 0,1 M 
Lösung 2:  22,8 g/L K2HPO4 0,1 M  
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PBS 
    Endkonz.   
8,59 g/L NaCl  147 mM 
0,2   g/L KCl   2,7 mM  
0,22 g/L KH2PO4  1,6 mM 
1,52 g/L Na2HPO4  8,6 mM 
ad 1L Aqua bidest. 
Der Puffer wurde anschließend autoklaviert. 
      
Tyrode-Puffer 
 
Lösung A    Endkonz. Lösung B   Endkonz. 
160  g/L  NaCl   137  mM 57,96 g/L Na2H2PO4 0,42 mM 
4,06 g/L KCl   2,72 mM ad 1L Aqua bidest. 
4,26 g/L MgCl2x 6H2O  1,05 mM 
5,29 g/L CaCl2x 2H2O    1,8   mM 
ad 1L Aqua bidest. 
12,5 ml Stammlösung A 
0,25 ml Stammlösung B 
0,25 g   Glukose     5,5  mM 
0,25 g  NaHCO3    12    mM 
ad 0,25 L Aqua bidest. 
Die Stammlösungen wurden bei 4 °C aufbewahrt und der Tyrode-Puffer vor jedem Versuch 
neu hergestellt. Der pH des Tyrode-Puffers wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt und 
anschließend erfolgte die Inkubation des Puffers bei 37 °C im Wasserbad unter Carbogen für 
30 min. Abschließend wurde der pH erneut mit NaOH auf 7,4 eingestellt. 
 
  
3.2 Materialien und Reagenzien  
 
· Agarose                              (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
· Antiserum: Polyklonal Schwein-Anti-Kaninchen-IgG; HRP Konjugat  
                                                 (Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland) 
· BCA Protein Assay          (Pierce, Rockford, IL, USA) 
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· DEPC                                 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
· DNA-Standards: 
· HyperladderÔ I     (Bioline, Luckenwalde, Deutschland) 
· 100 bp Ladder        (GenSura Laboratories, San Diego, CA, USA)  
· Erlenmeyerkolben 25 ml       (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
· FMTX                            (Molecular Probes, Eugene, NL, USA) 
 
· 3[H]-MTX                    (6,18 x 108 kBq/mmol; Moravek Biochemicals,  
              Brea, CA, USA) 
· Oligo dT16                    (MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland) 
· OmniscriptÒ RT Kit     (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
· PCR-Master-Mix S      (peqlab, Erlangen, Deutschland) 
· DNA Ladepuffer 6X   (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)  
· RNeasyÒ Mini Kit       (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
· Silikonöl PN 200         (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
· Silikonöl PK 20           (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
· Szintillatorflüssigkeit: RotiszintÒ eco plus  
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
· TMB                            (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 




Zur Herstellung eines 1% igen Agarosegels wurde 2 g Agarose mit 200 ml TBE Laufpuffer 
0,5X vermischt und erhitzt. Das flüssige Gel wurde nachfolgend auf ca. 50-60 °C abgekühlt 
und in eine horizontale Elektrophorese-Kammer überführt. Anschließend erfolgte die 
Abkühlung des Agarosegels. Das Gel nahm durch die fortschreitende Polymerisation der 




Zur Herstellung von 500 ml DEPC-Wasser wurden 500 ml Aqua bidest 0,5 ml DEPC 
hinzugefügt. Die Lösung wurde für 12 h bei 37 °C inkubiert und anschließend autoklaviert. 
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Lowry-Protein-Assay 
 
Lowry-Lösung A   Endkonz.      Lowry-Lösung B  Endkonz.       
20  g  Na2CO3 (H2O frei)  186,8 mM      4 g   CuSO4 x 5H2O          1,6 mM 
4    g  NaOH    99      mM      ad 0,1 L Aqua bidest. 
1,6 g  K-Na-Tartrat   5, 61  mM 
1    g  Natriumdodecylsulfat (SDS)  4,95   mM 
ad 1 L Aqua bidest. 
Lowry-Lösung C: 1 Teil Lösung A + 0,01 Teil Lösung B 




Zur Herstellung von PFA-Fixierlösung (4%) wurden 1,6 g PFA, 20 ml Aqua bidest sowie 4 
Tropfen 1 N NaOH gut vermischt und die Lösung 10 min im Wasserbad bei 60 °C inkubiert. 
Anschließend wurde die PFA-Lösung mit 20 ml 2X PBS aufgefüllt und abschließend filtriert 
(0,2 µm). 
             
Stammlösung 3[H]-MTX/MTX 
 
Herstellung von 1 ml 3[H]-MTX/MTX-Stammlösung:     
          Endkonz. 
9     µl             3[H]-Methotrexat (2,2 x 106 dpm bzw. 37 kBq)  2 x 107 dpm 
500 µl  1 mM MTX in 150 mM HEPES/1mM MgCl2  500 µM 
491 µl  Tyrode- bzw. Cholintyrodepuffer (s. 3.1.2) 
 
10X TBE Laufpuffer  
    Endkonz. 
55   g  Borsäure 44,5 mM 
9,6  g  Na2-EDTA   1,3 mM 
108 g  Tris   10   mM 
Herstellung von 0,5X TBE Laufpuffer: 25        ml 10X TBE Laufpuffer 
0,25     ml 200 µg/ml Ethidiumbromid  
ad 475 ml Aqua bidest. und mit NaOH auf pH 8,3 
einstellen.  





Zusammensetzung : 1 ml 1mg/ml TMB in DMSO 
   9 ml 50 mM Citrat-Phosphat-Puffer pH 5,0 




3.3.1 Einmalartikel  
 
Die verwendeten 400 µl Zentrifugenröhrchen sowie die Szintillationsgefäße Mini Vials B 
wurden von der Fa. Roth (Karlsruhe, Deutschland), die 96-well-Zellkulturplatten von der Fa. 
TPP (Trasadingen, Schweiz) und die real time PCR-Röhrchen von der Fa. TreffLab 
(Degersheim, Schweiz) bezogen. Alle übrigen Einmalartikel stammen von der Fa. Greiner 
(Frickenhausen, Deutschland). 
 
3.3.2  Kulturmedien und Zusätze 
   
· DMEM   (PAA, Cölbe, Deutschland) 
· Dexamethason  (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
· FCS    (Gibco, Karlsruhe, Deutschland) 
· Glutamin   (PAA, Cölbe, Deutschland) 
· Hypoxanthin   (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
· Insulin    (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 
· Inosin    (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 





· CO2-Inkubator HERAcellÒ (Heraeus, Hanau, Deutschland) 
· Elektrophorese-Kammer (horizontal) Modell Nr. EPS 600  
                                                                        (Pharmacia, Freiburg, Deutschland) 
· Fluoreszenspektrophotometer        (Tecan, Crailsheim, Deutschland) 
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· Flüssigkeitsszintillationszähler Modell Nr. LS 6500  
                                                     (Beckman, Fullerton, CA, USA) 
· Lichtmikroskop Modell DMIL                 (Leica, Solms, Deutschland)  
· pH-Meter Modell Nr. CG 842                  (Schott, Mainz, Deutschland) 
· Schüttelwasserbad Modell Nr. GL S400  (Grant Instruments Ltd, Cambridge,  
                   England)  
· Schwenktisch                                            (Stovall, Greensboro, NC, USA) 
· Sicherheitswerkbank HERAsafeÒ HS        (Heraeus, Hanau, Deutschland) 
· Spektrophotometer                                   (Tecan, Crailsheim, Deutschland) 
· Software zur Auswertung der real time PCR: iCycler iQ Real Time Detection System                 
                                                                        (Biorad, München, Deutschland) 
· Software zu Erstellung der Rfc-spezifischen Primer und Proben: Primer Select    
                                                                        (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) 
· Thermocycler:  
· Gene AmpÒ PCR System 970 (Applied Biosystems, Darmstadt,                    
                                                        Deutschland) 
· DNA Engine Peltier Thermal Cycler Modell Nr. PTC-200  
                                        (MJ Research, Reno, NV, USA) 
· iCycler iQ Detector         (Biorad, München, Deutschland) 
· UV-Transilluminator                         (Biometra, Göttingen, Deutschland) 
· Waage Modell Nr. BP 610                (Satorius, Göttingen, Deutschland) 
· Wärmeschrank Modell Nr. 304         (Melag, Berlin, Deutschland) 
· Zentrifugen                                        (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
· Tischzentrifuge Modell Nr. 5415 C, Nr. 5415 D, Nr. 5417 C  
· Zentrifuge Modell Nr. 5403  
 
 
3.5 Zellbiologische Methoden 
 
3.5.1 Kultur der HPCT-1E3-Zellen 
 
Die aus primären Rattenhepatozyten und Fao Reuber Hepatoma Zellen H35 gewonnene 
Hybridzelllinie HPCT-1E3 wurde freundlicherweise von Prof. Petzinger (Institut für 
Pharmakologie und Toxikologie, Fachbereich Veterinärmedizin, Justus-Liebig-Universität, 
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Gießen, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Zu Beginn der Zellkultur wurden die HPCT-
1E3-Zellen eine Woche in Dulbecco modified Eagle’s medium (DMEM), supplementiert mit 
0,1 mM Hypoxanthin, 0,4 µM Aminopterin und 16 µM Thymidin, im Rahmen der sog. 
„HAT-Selektion“ kultiviert und somit mögliche Zellrevertanten eleminiert. Das Prinzip der 
„HAT-Selektion“ beruht auf dem Mangel der Fao Reuber Hepatoma Zellen an dem Enzym 
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase, so dass diese Zellrevertanten in „HAT-
Medium“ aufgrund der Verarmung an Purinnucleotiden absterben. HPCT-1E3-Zellen 
dagegen besitzen dieses Enzym und können daher ebenso in „HAT-Medium“ kultiviert 
werden. 
Die dauerhafte Kultur der Hepatocytoma-Zellen erfolgte in DMEM bei 37 °C unter Carbogen 
(5%) in T75-Zellkulturflaschen. Das Kulturmedium wurde mit 10% (v/v) fötalem 
Kälberserum (FCS), 2 mM Glutamin, 10 µg/ml Insulin, 10 µg/ml Inosin und 1,5 µM 
Dexamethason supplementiert. Die HPCT-1E3-Zellen waren nach 3-4 Tagen differenziert 
und wiesen ein konfluentes Wachstum auf. Die Gewinnung der HPCT-1E3-Zellsuspension 
erfolgte durch einen zweimaligen Waschschritt mit 10 ml PBS und nachfolgender Inkubation 
mit 1 ml Trypsin/EDTA bei 37 °C unter Carbogen (5%) für 1 min. Anschließend wurden die 
HPCT-1E3-Zellen in 10 ml Kulturmedium resuspendiert, 1 ml dieser Zellsuspension mit 9 ml 
Kulturmedium in einer T75-Zellkulturflasche vermischt und die Zellkultur fortgesetzt. Die 
Hepatocytoma-Zellen wurden bis zu Passage 15 für Versuche eingesetzt, um die 
Einheitlichkeit der HPCT-1E3-Charakteristika zu gewährleisten.  
 
 
3.5.2 WST-1 Toxizitätsstudien an HPCT-1E3-Zellen 
 
Vor Beginn der Transport- bzw. Regulationsstudien wurde die Viabilität der HPCT-1E3-
Zellen nach Vorbehandlung mit verschiedenen Chemikalien unter Verwendung des WST-1-
Proliferationstests bestimmt, um die Zytotoxizität der einzelnen Substanzen zu ermitteln. Das 
Tetrazoliumsalz WST-1 wird durch intrazellulär lokalisierte mitochondriale Dehydrogenasen 
zu Formazan reduziert. Die spektrophotometrische Bestimmung (OD450) der Formazan-
Bildung erlaubt somit die indirekte Quantifizierung der metabolisch aktiven, viablen Zellen in 
der Probe.  
Im Rahmen des WST-1-Proliferationstests wurden die HPCT-1E3-Zellen auf 96-well-
Zellkulturplatten in einer Dichte von 18.000 Zellen/cm2 ausgesät und nachfolgend über 48 h 
jeweils mit 10-3000 µg/ml PB (Stammlösung: max. 300 mg/ml in MeOH), 4,62-92,3 µg/ml 
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CBZ (Stammlösung: max. 92,3 mg/ml in MeOH), 0,035-35 µg/ml CPZ (Stammlösung: max. 
35 mg/ml in 50% MeOH), 0,0001-20 µg/ml TCPOBOP (Stammlösung: max. 20 mg/ml in 
DMSO), 1,5-150 µg/ml Diazepam (Stammlösung: max. 150 mg/ml in EtOH), 0,04-4 µg/ml 
Haloperidol (Stammlösung: max. 4 mg/ml in DMSO) und 1,5-150 µg/ml Amphotericin B 
(Stammlösung: max. 250 µg/ml in H2O deionisiert) in supplementiertem DMEM inkubiert. 
Die Inkubation der HPCT-1E3-Zellen mit 0,068-34 µg/ml CTZ (Stammlösung: max. 34 
mg/ml in DMF) erfolgte über 60 h. Ferner diente eine über 48 h mit Triton (0,1% [v/v] in 
PBS) vorbehandelte Probe als Positiv- sowie unbehandelte HPCT-1E3-Zellen als 
Negativkontrolle. Die Lösungsmittelkonzentration betrug mit Ausnahme des Amphotericins 
B maximal 1%. Der Anteil an Lösungsmittel ergab für die Amphotericin B-Konzentration 
von 15 µg/ml 6% und die Konzentration von 150 µg/ml 60%.  Am Tag 3 wurden die Zellen 
mit 200 µl PBS gewaschen, 200 µl WST-1-Reagenz (5% [v/v] in DMEM) zugesetzt und 
anschließend die Absorption zum Zeitpunkt t = 0 min und t = 30 min gemessen. Die Viabilität 
der Hepatocytoma-Zellen wurde durch Berechnung der absoluten Zunahme der Absorption 
ermittelt und in Relation zur unbehandelten Kontrolle in % dargestellt.  
 
 
3.5.3 Regulationsstudien mit HPCT-1E3-Zellen 
 
3.5.3.1 Inkubation der HPCT-1E3 mit Cytochrom P450-Induktoren und TCPOBOP 
 
Zur Bestimmung der funktionellen Aktivität des Rfc1 anhand der Aufnahme von 
fluoreszenzmarkiertem Methotrexat wurden die HPCT-1E3-Zellen auf 96-well-
Zellkulturplatten in einer Dichte von 18.000 Zellen/cm2 ausgesät. Im Rahmen der Messung 
der Rfc1-vermittelten Aufnahme von 3[H]-Methotrexat erfolgte die Kultur der Hepatocytoma-
Zellen auf Zellkulturschalen mit 94 mm Durchmesser in einer Aussaatdichte von 12.700 
Zellen/cm2. Zunächst wurde die Hybridzelllinie mit PB (30 µg/ml) über 6 h, 12 h, 24 h und 48 
h vorbehandelt, um die optimale Inkubationsdauer für die Regulationsstudien mit den 
gewählten Cytochrom P450-Induktoren zu ermitteln. Anschließend wurden die HPCT-1E3-
Zellen über 48 h jeweils mit PB (10 und 100 µg/ml), CBZ (3 und 9 µg/ml), CPZ (0,035 und 
0,35µg/ml), TCPOBOP (0,0001 und 0,001 µg/ml), Diazepam (1,5 und 15 µg/ml), Haloperidol 
(0,005 und 0,05 µg/ml) und Amphotericin B (1 und 10 µg/ml) in supplementiertem DMEM 
inkubiert. Die Inkubation der HPCT-1E3-Zellen mit CTZ (0,034 µg/ml und 0,34µg/ml) 
erfolgte über 60 h (FAUCETTE et al. 2004). Die Lösungsmittelkonzentration betrug maximal 
























0,1%. Die gewählte Konzentration der jeweiligen Induktoren sowie der Kontrollen entspricht 
der des therapeutischen Plasmaspiegels in der Humanmedizin (MEYER 1994) bzw. dem 
10fachen, im Falle von CBZ dem 3fachen, dieser Konzentration. Ferner wurde alle 24 h ein 




3.5.3.2 Inkubation der HPCT-1E3 mit Modulatoren der Phosphorylierung  
 
Um den Einfluss von Modulatoren der Phosphorylierung auf die Rfc1-vermittelte Aufnahme 
von 3[H]-Methotrexat zu untersuchen, wurden die HPCT-1E3-Zellen auf Zellkulturschalen 
mit 94 mm Durchmesser in einer Aussaatdichte von 12.700 Zellen/cm2  über einen Zeitraum 
von drei Tagen kultiviert. Vor Beginn der Transportmessungen wurden die zunächst nicht mit 
PB-Induktoren vorbehandelten Hepatocytoma-Zellen mit den in Tab. 2 aufgeführten 
Substanzen 2 h inkubiert. 
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Diese wurden weiterhin wie folgt kombiniert:  
 
· PMA   ± Okadainsäure  
· PMA  ± BIM 
· cAMP  ± H-89 
 
Danach erfolgte die Aufnahmemessung mit 3[H]-Methotrexat wie unter 3.8.1.2 beschrieben. 
Abschließend wurde die Beteiligung der Proteinkinase C an der Regulation der Rfc1-
vermittelten Aufnahme von 3[H]-Methotrexat durch Cytochrom P450-Induktoren untersucht. 
Hierzu wurden die HPCT-1E3-Zellen mit den Cytochrom P450-Induktoren über 48 h (s. 
3.5.3.1) und dem spezifischen PKC-Inhibitor BIM (Stammlösung: 22,1 µg/ml in DMSO) über 
2 h (s. Tab. 2) in der Kombination Phenobarbital ± BIM und dem CAR-Agonisten TCPOBOP 
± BIM vorbehandelt. Die Lösungsmittelkonzentration im Kulturmedium betrug maximal 




3.6 Proteinbiochemische Methoden 
 
3.6.1 Bestimmung der Gesamtproteinmenge mittels BCA Protein-Assay 
 
Der Proteinnachweis beruht auf der sog. „Biuret Reaktion“, im Rahmen derer in einem 
alkalischen Milieu Cu++ zu Cu+ reduziert wird. Cu+ bildet ein Chelat mit 2 Molekülen 
Bicinchoninsäure in Form eines wasserlöslichen violettfarbenen Komplexes. Die 
Quantifizierung der Farbkomplexbildung und damit der Proteinkonzentration in der Probe 
erfolgt spektrophotometrisch (OD562). 
Das HPCT-1E3-Zelllysat wurde unter Verwendung von 100 µl 1% SDS in PBS hergestellt (s. 
3.8.1.1 und 3.8.1.2) und nach Beendigung der jeweiligen Aufnahmeversuche 25 µl des Lysats 
in eine 96-well-Zellkulturplatte pipettiert, wobei im Falle der Rfc1-Aufnahmestudien mit 
3[H]-Methotrexat das jeweilige Probenlysat 1:10 mit 1% SDS in PBS verdünnt wurde. 
Anschließend wurde 200 µl BCA Protein-Assay-Reagenz (98% [v/v] Reagenz A und 2% 
[v/v] Reagenz B) hinzugefügt und die Absorption zum Zeitpunkt t = 0 min und t = 30 min 
gemessen. Die Bestimmung der Proben-Proteinkonzentration erfolgte durch Berechnung der 
absoluten Zunahme der Absorption. Die Eichgerade wurde mittels der Verdünnungsreihe 
eines Albumin-Standards (0-1,5 mg/ml BSA in 1% SDS in PBS) erstellt. 
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+ Rfc1 Antiserum  (primäres Antiserum)
+ Polyklonal Schwein-Anti-Kaninchen-IgG; HRP Konjugat
(sekundäres Antiserum)





3.6.2 Bestimmung der Gesamtproteinmenge nach der Methode von Lowry 
  
Der Proteinnachweis nach LOWRY et al. (1951) beruht ebenfalls auf der sog. „Biuret 
Reaktion“ (s.o.) sowie der sog. „Folin-Ciocalteau-Reaktion”, welche auf der durch Cu-Ionen 
katalysierten Oxidation von aromatischen AS bei gleichzeitiger Reduktion der Folinreagenz 
basiert, wodurch in alkalischem Milieu ein blauer Farbkomplex entsteht.  
Das HPCT-1E3-Zelllysat (25 µl) wurde 1:10 mit 1% SDS in PBS verdünnt, 750 µl Lowry-
Lösung C hinzugefügt, beides gut vermischt und die Probe 10 min bei RT inkubiert. 
Anschließend wurde 37,5 µl Folin-Reagenz hinzugegeben, wiederum gut vermischt und die 
Probe 40 min bei RT inkubiert. Die Absorption der Probe (OD660) wurden gegen einen 
Nullwert (KPP) gemessen. Die Herstellung der Eichgerade erfolgte anhand der 
Verdünnungsreihe eines Albumin-Standards (0-1 mg/ml BSA in KPP).  
 
 
3.6.3 Quantifizierung des Rfc1 Proteins in HPCT-1E3-Zellen 
 
Die quantitative Rfc1-Analyse (s. Abb. 6) erfolgte mittels immunzytochemischem Nachweis 
des Rfc1-Proteins durch ein spezifisches Rfc1 Antiserum (HINKEN 2005). Das primäre 















Abb. 6:  Schematische Darstellung der Quantifizierung des Rfc1 Proteins in HPCT-1E3-Zellen. 
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Die HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten kultiviert und jeweils mit PB, 
TCPOBOP und Diazepam über 12, 24 und 48 h vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Am Tag 3 wurden 
die Hepatocytoma-Zellen bei RT zweimal mit 200 µl PBS gewaschen, 10 min mit 200 µl PFA 
(4%)  fixiert, mit 200 µl 50 mM NH4Cl für 10 min bei RT abgesättigt und anschließend bei 
RT für 10 min mit 100 µl 0,1% Triton X-100 permeabilisiert. Die HPCT-1E3-Zellen wurden 
nachfolgend über Nacht mit 200µl 3% BSA in PBS zur Unterdrückung unspezifischer 
Proteinbindungen inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte nach drei Waschschritten mit 200 µl 
PBS die Zugabe von 100 µl spezifischem Rfc1 Antiserum in einer Verdünnung von 1:500 in 
3% BSA in PBS für 1 h bei RT. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit 200 µl PBS für 
10 min bei RT gewaschen und 100 µl des HRP-konjugierten sekundären Antiserums in einer 
Verdünnung von 1:2000 in 3% BSA in PBS für 1 h bei RT hinzugefügt. Die Durchführung 
der nachfolgenden Waschschritte mit PBS erfolgte wie oben beschrieben. Anschließend 
wurden die Hepatocytoma-Zellen mit 100 µl TMB-Substratlösung 30 min bei RT und 
Dunkelheit inkubiert, die Reaktion mit 100 µl 2 N H2SO4 abgestoppt und abschließend die 
Farbentwicklung der Proben spektrophotometrisch bestimmt (OD450). Als Negativkontrollen 
dienten sowohl unbehandelte Zellen als auch Proben ohne Zusatz von primärem Antiserum 
sowie Proben ohne Zusatz von primärem und sekundärem Antiserum. Der 
Gesamtproteingehalt der Proben wurde unter Verwendung des BCA Protein-Assay (s. 3.6.1) 
bestimmt. Die Darstellung der relativen Rfc1-Proteinmenge erfolgte in % Extinktion pro mg 
Gesamtprotein im Vergleich zur Rfc1-Proteinmenge unbehandelter HPCT-1E3-Zellen.  
 
 
3.7 Molekularbiologische Methoden 
 
3.7.1 RNA-Isolierung aus HPCT-1E3-Zellen 
 
Die Isolierung der HPCT-1E3-RNA erfolgte unter Verwendung des RNeasyÒ Mini Kit nach 
Angaben des Herstellers. Das Prinzip der RNA-Isolierung beruht hierbei auf den selektiven 
Bindungseigenschaften einer Säule mit einer Silikat-Gel-Membran einerseits und der 
Durchführung aufeinanderfolgender Zentrifugationsschritte mit hoher Umdrehungszahl (> 
14.000 x g) andererseits.   
Im Rahmen der RNA-Isolierung aus HPCT-1E3-Zellen wurden diese kultiviert, ein 
Zellvolumen von 5 x 106 Zellen gewonnen (s. 3.5.1) und die Hepatocytoma-Zellen 
anschließend zweimal mit ca. 1.100 x g bei RT für 5 min sedimentiert und einmal mit 5 ml 
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PBS resuspendiert. Zunächst wurde das HPCT-1E3-Zellpellet mit 350 µl GITC- sowie bME-
haltigen Puffer lysiert und homogenisiert. GITC und b-Merkaptoethanol inaktivieren zudem 
intrazellulär lokalisierte RNasen und gewährleistet somit die Gewinnung von intakter RNA.  
Nachfolgend wurde dem HPCT-1E3-Lysat 350 µl 70%iger EtOH hinzugefügt, um ein 
adäquates Bindungsverhalten der RNA an die Silikat-Gel-Membran zu garantieren. 
Anschließend erfolgte die Überführung des Zelllysats in ein 2 ml Eppendorf-
Sammelröhrchen. Die darin platzierte Säule wurde durch Zentrifugation bei 14.000 x g für 15 
s (RT) durch Absorption der RNA an die Silikat-Gel-Membran beladen. Weiterführend wurde 
der Durchfluss verworfen und die Säule mit 700 µl Guanidin-haltigem Waschpuffer bei 
14.000 x g für 15 s (RT) gereinigt. Nachfolgend wurde das Eppendorfgefäß mit dem 
Durchfluss verworfen und die Säule in ein neues 2 ml Eppendorf-Sammelröhrchen überführt 
und diese zweimal mit 500 µl EtOH-haltigem Waschpuffer bei 14.000 x g für 15 s (RT) 
gewaschen, wobei der Durchfluss nach jedem Waschschritt verworfen wurde. Anschließend 
erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 14.000 x g für 60 s (RT), um den noch verbliebenen 
Puffer zu entfernen. Das 2 ml Sammelröhrchen wurde verworfen und die Säule in ein 1,5 ml 
Eppendorfgefäß überführt. Die Elution der RNA mit RNase-freiem Wasser (30 µl) erfolgte 
durch Zentrifugation bei 14.000 x g für 60 s (RT). Die Säule wurde daraufhin verworfen und 
die RNA auf Eis gelagert. Der RNA-Gehalt und die Reinheit der Probe wurden 
spektrophotometrisch durch Messung der OD260  und OD280 bestimmt, wobei die Probe zuvor 
mit DEPC-Wasser verdünnt (2% [v/v]) und davon 80 µl auf eine 340-well-Platte gebracht 
wurde. Abschließend wurde die Konzentration der RNA-Probe mit DEPC-Wasser auf 1µg/µl 
RNA eingestellt.  
 
Die Darstellung der zytoplasmatischen RNA erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese. Im 
Rahmen der Gelelektrophorese wandern geladene Moleküle in Abhängigkeit von der 
Molekülgröße in einem elektrischen Feld durch eine Gelmatrix, in diesem Fall Agarose. Die 
Sichtbarmachung der RNA bzw. DNA erfolgt hier mittels Ethidiumbromid. Dieser Farbstoff 
reichert sich prinzipiell durch Anlagerung an die RNA- bzw. DNA-Basenstruktur an und 
fluoresziert im UV-Licht (366 nm) orange-rot.  
Für die Agarosegelelektrophorese wurde 1 µl Probe mit DEPC-Wasser verdünnt (25% [v/v]), 
anschließend mit 1 µl 6X DNA-Ladepuffer versetzt und im Agarosegel (1%) in TBE 
Laufpuffer (0,5X) elektrophoretisch aufgetrennt. Als Standard diente der DNA-
HyperladderÔ I (5µl). Die Detektion des HPCT-1E3-RNA erfolgte unter UV-Licht.   
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3.7.2 Quantifizierung der Rfc1 mRNA durch real time RT-PCR 
 
3.7.2.1 Durchführung der cDNA Synthese 
 
Die Umschreibung von mRNA-Molekülen erfolgt mittels des Enzyms Reverse Transkriptase, 
einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase. Als Matrize für die Synthese der komplementären 
Einzelstrang-DNA-Kopien der RNA dienen angelagerte Oligonucleotide. 
Die Umschreibung von 1 µg RNA (s. 3.7.1) erfolgte mittels des OmniscricptÒ RT Kit nach 
Angaben des Herstellers unter Verwendung von 4 U Reverser Transkriptase und 1 µM Oligo 
dT16-Primer. Die Anlagerung der Oligonucleotide sowie die Synthese der DNA-Kopie 




3.7.2.2 Nachweis der Spezifität der Rfc1 Primer und Proben  
 
Die PCR ermöglicht die Amplifizierung einer spezifischen DNA-Sequenz durch einen 
dreiteiligen Reaktionszyklus bestehend aus der Denaturierung des DNA-Doppelstranges, 
Anlagerung von genspezifischen Oligonucleotidprimern an die komplementäre DNA-
Sequenz und der Extension zu neuen DNA-Doppelsträngen durch eine thermophile DNA-
Polymerase, der Taq-Polymerase.   
Zu Beginn der quantitativen Analyse der Rfc1 mRNA wurden unter Verwendung des 
Programms PrimerSelect und Genbankeinträgen für die betreffenden Gene spezifische Primer 
zur Detektion von Rfc1 sowie b-Actin ausgewählt (Tab. 3). Die Primer wurden in DEPC-
Wasser gelöst und die Konzentration der Stammlösung auf 10 pmol/µl eingestellt. Die PCR-
Amplifizierung von 1µl cDNA wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt: 
Denaturierung des DNA-Doppelstranges (30 s, 94 °C), Anlagerung der Primer (0,4 pmol) und 
Extension (45 s, 62 °C) mittels 1,25 U Taq-DNA-Polymerase, 0,25 mM dNTPs, 2 mM MgCl2 
und 1X Reaktionspuffer. Das Volumen des Ansatzes betrug 25 µl. Nachfolgend wurde die 
Reaktion über 40 Zyklen durchgeführt.  
Anschließend wurde 5 µl des PCR-Produktes mit 1 µl 6X Ladepuffer versetzt und im 
Agarosegel (2%) in TBE Laufpuffer 0,5X elektrophoretisch aufgetrennt. Die Verifizierung 
der PCR-Produktgröße erfolgte durch Vergleich mit einem DNA-Standard (100 bp Ladder) 
unter UV-Licht. Als Positivkontrolle diente Rfc1-Plasmid cDNA (1ng in DEPC-Wasser), als 
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Die HPCT-1E3-Zellen wurden mit 0,001 µg/ml TCPOBOP bzw. mit 100 µg/ml PB für 12 h, 
24 h bzw. 48 h vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Nach Synthese der HPCT-1E3-cDNA (s. 3.7.1 und 
3.7.2.1) erfolgte die Quantifizierung des Rfc1-cDNA-Fragments unter Verwendung der in 
3.7.2.2 aufgeführten genspezifischen Primer und Proben durch real time PCR. Diese wurde 
unter Gebrauch des „iCycler iQ Detectors“ von Biorad unter den in 3.7.2.2 beschriebenen 
Bedingungen mittels PCR-Master-Mix S, unter Verwendung von 1,25 U Taq-DNA-
Polymerase, 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 0,4 pmol Forward- bzw. Reverse-Primer und 
0,2 pmol TaqMan-Probe (Tab. 3), durchgeführt. Das Reaktionsvolumen betrug 25 µl. 
 
 
3.7.2.4 Auswertung der real time PCR 
 
Die real time PCR wurde als relative Quantifizierung durchgeführt, d.h. die Normalisierung 
der PCR erfolgte durch Messung der Rfc1-Genexpression in Relation zur Genexpression 
eines Referenzgenes (b-Actin) als interner Standard. Schwankungen, unabhängig von der 
Exonuklease-Aktivität der Taq-DNA-Polymerase, wurden durch die Bestimmung des CT-
Wertes ausgeglichen. Ferner wurden mögliche unspezifische Einflüsse wie eine fehlerhafte 
Quantifizierung durch Voluminaschwankungen (Pipettierfehler) durch Verwendung eines 
PCR-Mix minimiert sowie durch die Berechnung sog. „dynamischer Faktoren“ zu Beginn 
jeder PCR-Reaktion berücksichtigt. Die Berechnung der sog. „dynamischen Faktoren“ erfolgt 
automatisch durch Erfassung der Fluoreszenz jeder der zu analysierenden PCR-Proben vor 
Ablauf der eigentlichen PCR-Reaktion, sobald die Arbeitstemperatur über 95 °C ansteigt. Zur 
Bestimmung der Effizienz (E) der PCR-Reaktion wurde zusätzlich bei jeder PCR eine serielle 
Verdünnung einer Referenz-cDNA (MTX-1-Plasmid DNA) als sog. externer Standard  
mitgeführt und daraus eine Eichgerade aus CT-Wert gegen den dekadischen Logarithmus der 
Verdünnung der eingesetzten Plasmid DNA erstellt. Die Berechnung der Rfc1-Genexpression 
in Relation zur Expression des Referenzgenes b-Actin (R) erfolgte nach einem Modell zur 
relativen Quantifizierung ohne PCR-Effizienz-Korrektur (LIVAK u. SCHMITTGEN 2001): 
 
R = E –  DD CT 
 
E          = 1/LOG (y) 
D CT    = CT Rfc1 - (MW CT bActin) 
DD CT  = D CT Kontrolle - (D CT + Induktor) 
CT        = CT-Wert (Treshlod Cycle) 
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E          = PCR-Effizienz 
MW     = Mittelwert 
R          = Relative Genexpression 
y           = Steigung der Eichgeraden (CT-Wert gegen den dekadischen  





3.8.1 Bestimmung der funktionellen Aktivität des Rfc1 in HPCT-1E3-Zellen 
 
3.8.1.1 Messung des intrazellulären Gehalts an fluoreszenzmarkiertem Methotrexat    
 mittels Fluoreszenzspektrophotometrie  
 
Die HPCT-1E3-Zellen wurden kultiviert und vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Am Tag 3 wurde die 
Zellkultur zweimal mit 200 µl PBS gewaschen und 10 min bei 37 °C unter Carbogen (5%) 
inkubiert. Anschließend wurde der PBS Waschpuffer durch 100 µl 10 µM FMTX 
(Stammlösung: 1 mM FMTX in 150 mM HEPES/1 mM MgCl2 [pH 7,4]) in Tyrode- bzw. 
Cholin-Tyrode-Puffer ersetzt und die Zellen bei 37 °C unter Carbogen (5%) 30 min inkubiert. 
Nachfolgend wurden die Hepatocytoma-Zellen zweimal mit 200 µl PBS gewaschen und diese 
abschließend mit 100 µl 1% SDS in PBS lysiert. Die Bestimmung der intrazellulären 
Akkumulation von FMTX über 30 min erfolgte anschließend mittels 
Fluoreszenzspektrophotometrie (485 nm/535 nm). Die Eichgerade wurde anhand einer 
seriellen Verdünnungsreihe von 1 µM FMTX in 1% SDS in PBS erstellt. Die 
Proteinbestimmung erfolgte unter Verwendung des BCA-Protein-Assays (s. 3.6.1) und die 




3.8.1.2 Messung der Aufnahme von 3[H]-Methotrexat über 20 min  
 
Die HPCT-1E3-Zellen wurden kultiviert und vorbehandelt (s. 3.5.3.1 und 3.5.3.2). Zwei 
Stunden vor Beginn der Aufnahmemessung erfolgte ein Wechsel des Kulturmediums. Die 
Hepatocytoma-Zellen wurden zweimal mit 10 ml PBS gewaschen, mit 1 ml Trypsin/EDTA 1 
min bei 37 °C unter Carbogen (5%) inkubiert und mit 2 ml Kulturmedium resuspendiert. 
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Nachfolgend wurde die Zellsuspension von jeweils 6 Zellkulturschalen pro Probe in einem 25 
ml Erlenmeyerkolben gesammelt und diese 20 min bei 37 °C unter Carbogen (5%) unter 
Schwenken inkubiert. Anschließend wurden 4,5 ml HPCT-1E3-Zellsuspension pro Probe in 2 
ml Eppendorfgefäße überführt, die Zellen bei 4200 x g für 3 s sedimentiert, der Überstand 
verworfen und das Zellpellet jeweils in 1 ml Tyrode- bzw. Cholin-Tyrode-Puffer (37 °C) 
resuspendiert. Die Sedimentation und Resuspension der Zellen wurde zweimal wiederholt 
und abschließend das Suspensionsvolumen auf jeweils 1,3 ml eingestellt. 1,2 ml der HPCT-
1E3-Zellsuspension wurde in auf 37 °C vorgewärmte 25 ml Erlenmeyerkolben überführt und 
die Suspension im Wasserbad 10 min unter Schwenken bei 37 °C unter Carbogen (5%) 
inkubiert. Die verbleibenden 100 µl der Suspension wurden zur Proteinbestimmung 
zurückbehalten. Anschließend erfolgte die Zugabe von 12 µl eines Gemisches aus 3[H]-MTX 
und nicht markiertem MTX (Stammlösung: s. 3.2), welches jeweils in Tyrode- bzw. Cholin-
Tyrode-Puffer aufgenommen wurde. Im Rahmen der Aufnahmemessung wurde 2 x 107 dpm 
3[H]-MTX in 5 µM MTX  eingesetzt. Die Entnahme von 100 µl Aliquots erfolgte bei t = 0,25; 
0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min. Die Zellsuspension wurde in ein 400 µl Zentrifugenröhrchen 
mit 50 µl 4 M KOH und 150 µl eines Silikonöl 200:Silikonöl 20-Gemisches (3:1) überführt, 
wobei sich die KOH am Gefäßboden befand und mit dem Silikonölgemisch überschichtet 
war. Die Sedimentation der Hepatocytoma-Zellen erfolgte bei 10.600 x g für 10 s. Das 
Zellpellet wurde nachfolgend in der am Gefäßboden befindlichen Kalilauge über Nacht bei 
RT inkubiert. Nach der Lyse des Zellpellets wurden die Zentrifugenröhrchen unter 
Verwendung eines Schneidegerätes in der Mitte durchtrennt und das Zelllysat sowie der 
Überstand der ersten drei Proben jeweils in 3 ml Szintillationsflüssigkeit in 
Szintillatorröhrchen aufgenommen, die Proben gut durchmischt und diese bei 37 °C über 
Nacht inkubiert. Abschließend wurden die Proben nochmals gut durchmischt und die 
inkorporierte Radioaktivität der jeweiligen Probe mittels Flüssigkeitsszintillationszählung 
über 4 min ermittelt.  
Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte bei Vorbehandlung der HPCT-1E3-Zellen mit 
Cytochrom P450-Induktoren anhand der Methode nach LOWRY et al. (1951; s. 3.6.2) und 
bei Vorbehandlung der Hepatocytoma-Zellen mit Modulatoren der Phosphorylierung unter 
Verwendung des BCA-Protein-Assays (s. 3.6.1).  
Die Berechnung der aufgenommenen Substratmenge in Mol/mg Protein erfolgte abschließend 
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Im Rahmen der Datenanalyse wurde zunächst ein G-Test zur Ermittlung und Entfernung von 
der Normalverteilung stark abweichender Werte durchgeführt. Anschließend erfolgte die 
Bestimmung signifikanter Unterschiede zwischen den jeweiligen Messreihen anhand des 
Student´s t-Test, wobei eine statistische Signifikanz bei P £ 0,05 angenommen wurde.  
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4  ERGEBNISSE 
 
4.1 WST-1 Toxizitätsstudien an HPCT-1E3-Zellen 
 
Vor Beginn der Rfc1-Transport- bzw. Regulationsstudien wurde die Viabilität der HPCT-
1E3-Zellen nach Vorbehandlung mit verschiedenen Chemikalien unter Verwendung des 
WST-1-Proliferationstests bestimmt (s. 3.5.2), um die Zytotoxizität der einzelnen Substanzen 
zu ermitteln. Die Viabilität der Hepatocytoma-Zellen wurde anhand des WST-1-Umsatzes 
über 30 min durch Bestimmung der absoluten Zunahme der optischen Dichte bei 450 nm 
ermittelt und in % der unbehandelten Kontrolle dargestellt. Für die Beurteilung der 
Zytotoxität der jeweiligen Substanz war insbesondere die Konzentration, welche der des 
therapeutischen Plasmaspiegel in der Humanmedizin, bzw. dem 10fachen dieser 
Konzentration entspricht, von Bedeutung. 
 
 
4.1.1 Toxizität von Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam 
 
Um den Einfluss von Phenobarbital (PB), Carbamazepin (CBZ) und Diazepam auf die 
Viabilität der HPCT-1E3-Zellen zu bestimmen, wurden diese jeweils mit 10-3000 µg/ml PB, 
4,62-92,3 µg/ml CBZ und 1,5-150 µg/ml Diazepam über 48 h inkubiert. Wie der Abb. 7 zu 
entnehmen ist, kam es nach Vorbehandlung mit PB, CBZ und Diazepam zunächst zu einem 
initialen Anstieg und nachfolgend, mit zunehmender Konzentration der jeweiligen Substanz, 
zur raschen Abnahme der HPCT-1E3-Zellviabilität im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle. Die Viabilität der Hepatocytoma-Zellen betrug sowohl nach Vorbehandlung mit 10 
und 100 µg/ml PB als auch nach Vorbehandlung mit 3 und 9 µg/ml CBZ sowie 1,5 µg/ml 
Diazepam mindestens 95%. Nach Inkubation der HPCT-1E3-Zellen mit 15 µg/ml Diazepam 
lag diese bei ca. 60%. Darüber hinaus konnte nach Vorbehandlung mit 10 µg/ml PB, 4,62 
µg/ml CBZ bzw. 1,5 µg/ml Diazepam ein leichter aber nicht signifikanter Anstieg der HPCT-
1E3-Zellviabilität beobachtet werden, welcher vermutlich auf einer regenerativen Hyperplasie 
im Rahmen eines adaptiven, zellulären Schutzmechanismus bei Inkubation mit gering 
zytotoxischen Konzentrationen der jeweiligen Substanz beruht (GREGUS u. KLAASSEN 
1996, CONOLLY u. LUTZ 2004). 
Der IC50-Wert, welcher die Inhibitorkonzentration angibt, bei der die HPCT-1E3- 
Zellviabilität auf die Hälfte abgenommen hat, betrug für PB ca. 900 µg/ml, für CBZ ca. 90 







































Abb. 7: Toxizität von Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam in HPCT-1E3-Zellen. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm2 ausgesät und mit 10-
3000 µg/ml PB, 4,62-92,3 µg/ml CBZ und 1,5-150 µg/ml Diazepam über 48 h vorbehandelt. Die 
Zytotoxizität der jeweiligen Substanz wurde unter Verwendung des WST-1-Proliferationstests 
bestimmt. Die Ermittlung der HPCT-1E3-Zellviabilität erfolgte durch Bestimmung des WST-1-
Umsatzes über 30 min (s. 3.5.2). Die Darstellung der Zellviabilität erfolgte in % der unbehandelten 
Kontrolle (MW ± SD; n = 6). 
 
 
4.1.2 Toxizität von Chlorpromazin und Haloperidol  
 
Um die Zytotoxozität von Chlorpromazin (CPZ) und Haloperidol zu ermitteln, wurden die 
HPCT-1E3-Zellen jeweils für 48 h mit 0,035-35 µg/ml CPZ und 0,04-4 µg/ml Haloperidol 
vorbehandelt. Die Viabilität der Hepatocytoma-Zellen betrug nach Vorbehandlung mit 0,035 
und 0,35µg/ml CPZ sowie mit 0,05 und 0,5 µg/ml Haloperidol mindestens 90% (s. Abb. 8). 
Der IC50-Wert ergab für CPZ ca. 3,5 µg/ml, während dieser für Haloperidol jenseits der 











































Abb. 10: Toxizität von TCPOBOP in HPCT-1E3-Zellen. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm2 ausgesät und mit 
0,0001-20 µg/ml TCPOBOP für 48 h vorbehandelt. Die Zytotoxizität von TCPOBOP wurde unter 




4.2 Beeinflussung der Rfc1-vermittelten Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem Methotrexat  
      in HPCT-1E3-Zellen durch Induktoren vom PB-Typ 
 
Der Reduced Folate Transporter1 (Rfc1) vermittelt die Aufnahme von reduzierten Folaten 
und Antifolaten wie Methotrexat (HONSCHA et al. 2000; s. 2.2.3.2) und dem Methotrexat-
Derivat FMTX, welche charakteristischerweise bei pH 7,4 bis zu 90% natriumabhängig ist 
(KNEUER u. HONSCHA 2004). Für die natriumunabhängige hepatozelluläre Aufnahme von 
Methotrexat ist dagegen der Oat2 (Slc22a7) verantwortlich (SIMONSON et al. 1994, 
SEKINE et al. 1998). Die biliäre Elimination des Folatantagonisten wird ferner durch die 
Effluxtransporter Mrp1 (Abcc1), Mrp2 (Abcc2) und Mrp3 (Abcc3) vermittelt (s. 2.1.2 und 
Tab. 1; KRUH u. BELINSKY 2003). 
Die leberzellähnliche Hybridzelllinie HPCT-1E3 weist die Expression eines funktionell 
aktiven Rfc1 auf und stellt somit ein der in vivo-Situation nahestehendes in vitro-Modell für 
Rfc1-Transport- und Regulationsstudien dar (HONSCHA et al. 2000, s. Anhang).  
Um den Einfluss von Cytochrom P450-Induktoren auf die funktionelle Aktivität des Rfc1 zu 
bestimmen, wurden die HPCT-1E3-Zellen mit den jeweiligen Substanzen vorbehandelt. Die 
gewählte Konzentration der Induktoren und Kontrollen, d.h. Arzneimittel mit gleicher 
Indikation, welche aber nicht mit Kernrezeptoren interagieren (s. 2.3.1.1), entspricht der des 
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therapeutischen Plasmaspiegels in der Humanmedizin (MEYER 1994) bzw. dem 10fachen, 
im Falle von Carbamazepin dem 3fachen,  dieser Konzentration (s. 3.5.3.1). Anschließend  
wurde die Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem Methotrexat in An- oder Abwesenheit von 
extrazellulärem Natrium gemessen und die intrazelluläre Akkumulation von 10 µM FMTX 
über 30 min mittels Fluoreszenzspektrophotometrie (485 nm/535 nm) ermittelt (s. 3.8.1.1). 
Die Darstellung der FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Zellen erfolgte in pmol pro mg 
Protein über 30 min. 
 
 
4.2.1 Phenobarbital in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer 
 
Phenobarbital (PB) ist der Prototyp der sog. „Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ“ (s. 
2.3.1.1), welche charakteristischerweise für die über den Kernrezeptor CAR-vermittelte 
hepatozelluläre Induktion von CYP 2B verantwortlich sind (CZEKAJ 2000).  
Um die optimale Inkubationsdauer für die Regulationsstudien mit den jeweiligen Cytochrom 
P450-Induktoren zu ermitteln, wurden die Hepatocytoma-Zellen mit PB (30 µg/ml) über 6, 
12, 24 und 48 h vorbehandelt und anschließend die Aufnahme von 10 µM FMTX über 30 min 
in Anwesenheit von extrazellulärem Natrium bestimmt. Nach Vorbehandlung der Zelllinie 
mit PB für 6, 12 und 24 h kam es zu einer leichten, wenn auch nicht signifikanten, Abnahme 
der FMTX-Aufnahme um durchschnittlich 15% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (s. 
Abb. 11). Wie der Abb. 11 ferner zu entnehmen ist, führte die Inkubation mit 30 µg/ml PB 
über 48 h zu einer signifikanten Reduktion der FMTX-Akkumulation in den HPCT-1E3-
Zellen um etwa ein Drittel im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Anhand der Ergebnisse 
dieser FMTX-Transportstudie wurde für die nachfolgenden Regulationsstudien, mit 
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Vorbehandlung mit 30 µg/ml PB [h]











































Abb. 11: Einfluss von Phenobarbital auf die Rfc1-vermittelte FMTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen 
in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten in einer Dichte von 18.000 Zellen/cm2 
ausgesät und diese mit 30 µg/ml PB für 6, 12, 24 und 48 h vorbehandelt. Die Rfc1-Aktivität wurde 
anhand der intrazellulären Akkumulation von 10 µM FMTX über 30 min in natriumhaltigem Tyrode-
Puffer bestimmt (MW ± SEM; * P<0.05; n = 8). 
 
 
4.2.2 Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam  
 
Das Antiepileptikum Carbamazepin gehört ebenso wie Phenobarbital zur Gruppe der sog. 
„Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ“ (CZEKAJ 2000). Diazepam dagegen wird zwar 
in der gleichen klinischen Indikation wie PB und CBZ eingesetzt, stellt jedoch in vitro keinen 
CYP 2B-Induktor dar (NIMS et al. 1997).   
Um den Einfluss von Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam auf die Rfc1-vermittelte 
Aufnahme von FMTX in HPCT-1E3-Zellen zu ermitteln, wurden diese, wie in 3.5.3.1 
beschrieben, vorbehandelt und anschließend die intrazelluläre FMTX-Akkumulation (10 µM) 
in An- oder Abwesenheit von extrazellulärem Natrium über 30 min bestimmt. Wie in der 
Abb. 12 zu sehen ist, führte die Inkubation mit PB und CBZ zu einer signifikanten Abnahme 
der FMTX-Akkumulation in natriumhaltigem Tyrode-Puffer. Ferner wies die 
Substrataufnahme nach Vorbehandlung mit Diazepam eine leichte, aber nicht signifikante, 
Reduktion auf. Die Akkumulation in Abwesenheit von Natrium war dagegen, im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrolle, sowohl nach Vorbehandlung mit PB und CBZ als auch mit 
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Aufnahme, welche als Differenz der FMTX-Akkumulation in An- und Abwesenheit von 
Natrium berechnet wird, war sowohl nach Vorbehandlung mit PB und CBZ, nicht aber 
Diazepam, deutlich reduziert. 
Die Ergebnisse dieser Transportstudie sprechen für eine Regulation der Rfc1-Aktivität, nicht 
aber der des natriumunabhängigen Oat2, durch Induktoren vom PB-Typ. Im weiteren 
Versuchsablauf wurde in nachfolgenden FMTX-Transportstudien die mögliche Regulation 
des Rfc1 durch weitere PB-artige Induktoren wie Chlorpromazin (CPZ) und Clotrimazol 

















Abb. 12: Einfluss von Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam auf die Rfc1-vermittelte 
Aufnahme von FMTX. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm2 ausgesät und diese für 
48 h mit 10 und 100 µg/ml PB, 3 und 9 µg/ml CBZ und 1,5 und 15 µg/ml Diazepam vorbehandelt. 
Dargestellt ist die Akkumulation von 10 µM FMTX über 30 min in natriumhaltigem Tyrode-Puffer 
bzw. in natriumdepletiertem Cholin-Tyrode-Puffer. Die Rfc1-Aktivität wurde anhand der Differenz 
der intrazellulären Akkumulation von 10 µM FMTX über 30 min in An- oder Abwesenheit von 
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4.2.3 Chlorpromazin und Haloperidol   
 
Das Neuroleptikum Chlorpromazin (CPZ), nicht aber Haloperidol (KUDO u. ISHIZAKI 
1999), welches in gleicher klinischer Indikation wie CPZ eingesetzt wird, stellt einen weiteren 
Vertreter der Gruppe der PB-artigen Induktoren dar (SUEYOSHI et al. 1999).  
Die mögliche Regulation der Rfc1-Aufnahmeaktivität durch CPZ und Haloperidol  wurde 
mittels der Vorbehandlung der HPCT-1E3-Zellen (s. 3.5.3.1) und anschließender 
Bestimmung der intrazellulären Akkumulation von 10 µM FMTX in An- oder Abwesenheit 
von extrazellulärem Natrium über 30 min untersucht. Die FMTX-Akkumulation in 
natriumhaltigem Tyrode-Puffer wies nach Vorbehandlung mit 0,035 und 0,35 µg/ml CPZ eine 
stark signifikante Reduktion auf (s. Abb. 13). Die Inkubation mit 0,005 µg/ml Haloperidol 
führte zu einem schwach signifikanten Anstieg der FMTX-Akkumulation in Anwesenheit von 
extrazellulärem Natrium, während die mit 0,05 µg/ml Haloperidol vorbehandelten 
Hepatocytoma-Zellen keine signifikant unterschiedliche FMTX-Akkumulation im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrolle aufwiesen. Weiterhin konnte keine signifikante Veränderung der 
Akkumulation des MTX-Analogons nach Vorbehandlung mit Chlorpromazin bzw. 
Haloperidol in natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer ermittelt werden. Die Rfc1-vermittelte 
FMTX-Aufnahme, welche als Differenz der intrazellulären Akkumulation von FMTX in An- 
oder Abwesenheit von extrazellulärem Natrium berechnet wird, wies nach Vorbehandlung 
mit CPZ eine stark signifikante Reduktion auf. Dagegen führte die Inkubation mit 
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Abb. 13: Einfluss von Chlorpromazin und Haloperidol auf die Rfc1-vermittelte Aufnahme von 
FMTX. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm2 ausgesät und diese für 
48 h mit 0,035 und 0,35 µg/ml CPZ sowie 0,005 und 0,05 µg/ml Haloperidol vorbehandelt. Dargestellt 
ist die Akkumulation von 10 µM FMTX über 30 min in natriumhaltigem Tyrode-Puffer bzw. in 
natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer. Die Rfc1-Aktivität wurde mittels der intrazellulären 
Akkumulation von 10 µM FMTX über 30 min in An- oder Abwesenheit von extrazellulärem Natrium 
bestimmt (MW ± SEM; * P<0.05, *** P<0.001; n = 8). 
 
 
4.2.4 Clotrimazol und Amphotericin B  
 
Das Antimykotikum Clotrimazol (CTZ) gehört ebenfalls in die Gruppe der „Cytochrom 
P450-Induktoren vom PB-Typ“ (CZEKAJ 2000). Amphotericin B wird in der gleichen 
klinischen Indikation wie Clotrimazol eingesetzt, stellt jedoch keinen CYP 2B-Induktor dar 
(BEKERSKY et al. 2002).   
Im Rahmen der Rfc1-Regulationsstudie wurden die HPCT-1E3-Zellen wie in 3.5.3.1 
beschrieben mit CTZ bzw. Amphotericin B vorbehandelt und anschließend die intrazelluläre 
FMTX-Akkumulation (10 µM) wie oben dargestellt ermittelt. Wie der Abb. 14 zu entnehmen 
ist, hatte die Vorbehandlung mit CTZ eine signifikante Abnahme der FMTX-Akkumulation in 
Anwesenheit von Natrium zur Folge. Die Inkubation mit 1 und 10 µg/ml Amphotericin B 
führte dagegen,  im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, zu keiner abweichenden 
intrazellulären Akkumulation von fluoreszenzmarkiertem Methotrexat. Ferner war die 
natriumunabhängige FMTX-Akkumulation nach Vorbehandlung mit CTZ leicht, aber nicht 
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signifikant, reduziert, während diese nach Inkubation mit Amphotericin B, in Relation zur 
Kontrolle, keine signifikante Veränderung aufwies. Weiterhin führte die Vorbehandlung mit 
CTZ nicht aber Amphotericin B zu einer signifikanten Reduktion der natriumabhängigen, 

















Abb. 14: Einfluss von Clotrimazol und Amphotericin B auf die Rfc1-vermittelte Aufnahme von 
FMTX. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm2 ausgesät und diese 
jeweils für 60 h mit 0,034 und 0,34 µg/ml CTZ bzw. für 48 h mit 1 und 10 µg/ml Amphotericin B 
vorbehandelt. Dargestellt ist die Akkumulation von 10 µM FMTX über 30 min in natriumhaltigem 
Tyrode-Puffer bzw. in natriumdepletiertem Cholin-Tyrode-Puffer. Die Rfc1-Aktivität wurde anhand 
der intrazellulären Akkumulation von 10 µM FMTX über 30 min in An- oder Abwesenheit von 












Die CYP 2B Induktion durch den CAR-Agonisten TCPOBOP erfolgt im Gegensatz zu den 
genannten Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ, die eine indirekte CAR-Aktivierung 
vermitteln, durch direkte Bindung des TCPOBOP an den CAR-Rezeptor (TZAMELI et al. 
2000).  
Um den Einfluss des direkten CAR-Agonisten TCPOBOP und somit der CAR-Signalkaskade 
(s. 2.3.1.1) auf die Rfc1-vermittelte FMTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen zu ermitteln, 
wurden diese, wie in 3.5.3.1 beschrieben, vorbehandelt und anschließend die intrazelluläre 
Akkumulation von 10 µM FMTX bestimmt. Die Vorbehandlung mit dem CAR-Agonisten 
führte zu einer stark signifikanten Abnahme der FMTX-Akkumulation in natriumhaltigem 
Tyrode-Puffer (s. Abb. 15). Die intrazelluläre Akkumulation in Abwesenheit von Natrium 
wies dagegen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keine signifikante Veränderung auf. 
Wie in der Abb. 15 ferner zu erkennen ist, war die natriumabhängige, Rfc1-vermittelte 
FMTX-Aufnahme nach Inkubation mit TCPOBOP signifikant reduziert.   
Zusammenfassend konnte anhand dieser Studien gezeigt werden, dass die Rfc1-vermittelte 
FMTX-Aufnahme über 30 min durch Induktoren vom PB-Typ, wahrscheinlich unter 
Beteiligung der CAR-Signalkaskade, reguliert wird. Es handelt sich weiterhin um einen Rfc1-
spezifischen Mechanismus, da die natriumunabhängige FMTX-Aufnahme, welche in der 
Leber durch den Oat2 vermittelt wird (s. 4.2), keine signifikante Veränderung aufwies. Im 
Rahmen dieser Transportstudien wurde allerdings nur das intrazelluläre FMTX-
Transportgleichgewicht nach 30 min in An- bzw. Abwesenheit von extrazellulärem Natrium 
bestimmt. Der mögliche Einfluss der Mrp-vermittelten Elimination des Fluoreszenzanalogons 
auf das FMTX-Transportgleichgewicht blieb dagegen unberücksichtigt. Im Anschluss an die 
FMTX-Transportstudien wurde deshalb die zeitabhängige Aufnahme von 3[H]-Methotrexat in 
HPCT-1E3-Zellen in An- bzw. Abwesenheit von extrazellulären Natriumionen bei t = 0,25; 
0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min gemessen (s. 3.8.1.2) und deren Beeinflussung durch 





















































































Abb. 15: Einfluss des direkten CAR-Agonisten TCPOBOP auf die Rfc1-vermittelte FMTX- 
Aufnahme. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten zu 18.000 Zellen/cm2 ausgesät und diese für 
48 h mit 0,1 und 1 ng/ml TCPOBOP vorbehandelt. Dargestellt ist die Akkumulation von 10 µM 
FMTX über 30 min in natriumhaltigem Tyrode-Puffer bzw. in natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer. 
Die Rfc1-Aktivität wurde anhand der intrazellulären Akkumulation von 10 µM FMTX über 30 min in 
An- oder Abwesenheit von extrazellulärem Natrium bestimmt (MW ± SEM; ** P<0,01, *** P<0.001; 
n = 8). 
 
 
4.3 Zeitabhängige Beeinflussung der Rfc1-vermittelten Aufnahme von 3[H]-Methotrexat in 
HPCT-1E3-Zellen durch Induktoren vom PB-Typ 
 
Die Bestimmung der Rfc1-vermittelten Aufnahme von 3[H]-Methotrexat diente der 
Abgrenzung einer möglichen Mrp-vermittelten MTX-Exportaktivität sowie der Aufklärung 
einer möglichen Veränderung der Rfc1-bedingten MTX-Transportrate in HPCT-1E3-Zellen 
nach Inkubation mit PB-artigen Induktoren. Hierzu erfolgte die Messung der Rfc1-
vermittelten 3[H]-MTX-Aufnahme (s. 3.8.1.2), wobei die aufgenommene Substratmenge in 
pmol pro mg Protein dargestellt wurde. 
Im Rahmen der Aufnahme von 3[H]-MTX (5µM) über 20 min in unbehandelte HPCT-1E3-
Zellen kam es jeweils zur Einstellung eines intrazellulären Transportgleichgewichts des 
Chemotherapeutikums (s. Abb. 16-20). Die MTX-Aufnahme bei t = 0,25 min diente als sog. 
„Nullpunkt“ der Aufnahmekurve. Dieser lag jeweils bei ca. 15-25 pmol/mg Protein. 
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Anschließend konnte über 3 min eine initiale Aufnahmephase von ca. 40 pmol MTX/mg 
Protein verzeichnet werden. Der Beginn der Einstellung einer intrazellulären Plateauphase der 
MTX-Aufnahme trat nach einer Inkubationsdauer von 5 min auf. Die intrazelluläre 
Akkumulation von 3[H]-MTX über 20 min betrug in natriumhaltigem Tyrode-Puffer ca. 50-55 
pmol/mg Protein und in natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer im Mittel 30 pmol/mg Protein. 
Hierbei entsprach die intrazelluläre MTX-Konzentration nach 20 min in Anwesenheit 
extrazellulärer Natriumionen durchschnittlich dem 2,5fachen des MTX-Gehaltes zum 
Zeitpunkt t = 0,25 min. Die natriumabhängige, Rfc1-vermittelte 3[H]-MTX-Aufnahme wurde 
als Differenz zwischen der intrazellulären MTX-Akkumulation in An- und Abwesenheit von 
extrazellulärem Natrium berechnet. Als Beurteilungskriterium für die Rfc1-Aktivität diente 
der Anteil der natriumabhängigen Akkumulation von Methotrexat nach Einstellung des 
intrazellulären Transportgleichgewichts sowie insbesondere die Aufnahmegeschwindigkeit 
innerhalb der initialen Aufnahmephase, da das Transportgleichgewicht möglicherweise auch 
durch andere Faktoren wie einer möglichen Mrp-Effluxaktivität beeinflusst wird. 
Zusammenfassend wiesen die Aufnahmedaten darauf hin, dass 50-70% der 3[H]-MTX-
Aufnahme in die HPCT-1E3-Zellen Rfc1-vermittelt erfolgt, wobei jedoch der Anteil der 
unspezifischen Membranbindung unberücksichtigt blieb. 
Um den Einfluss der Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ (s. 2.3.1.1) auf die 
zeitabhängige Rfc1-vermittelte Aufnahme von 3[H]-MTX zu bestimmen, wurden die HPCT-
1E3-Zellen kultiviert und mit der jeweiligen Substanz vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Eine 
Vorbehandlung mit den jeweiligen Kontrollsubstanzen erfolgte im Rahmen der 3[H]-MTX-
Aufnahmemessungen exemplarisch mit Diazepam. Ferner wurden zu allen Messzeitpunkten 
signifikante bis sehr hoch signifikante Unterschiede der Rfc1-Aufnahmeaktivität in 




4.3.1 Phenobarbital, Carbamazepin und Diazepam 
 
Der Einfluss der Induktoren Phenobarbital (PB) und Carbamazepin (CBZ) sowie der 
Kontrollsubstanz Diazepam auf die Rfc1-vermittelte MTX-Aufnahme wurde nach Inkubation 
der Hepatocytoma-Zellen, wie in 3.5.3.1 aufgeführt, ermittelt. Die Vorbehandlung mit PB und 
CBZ führte zu einer signifikanten Reduktion der MTX-Akkumulation über 20 min in 
natriumhaltigem Tyrode-Puffer (s. Abb. 16). In Abwesenheit von Natrium hingegen wies die 
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n.s.*CTZ            0,034  µg/ml
n.s.**CTZ            0,34    µg/ml
n.s.***PB          100     µg/ml
n.s.***PB              10       µg/ml
n.s.**CBZ            3         µg/ml
n.s.**TCPOBOP  1         ng/ml
n.s.**TCPOBOP  0,1      ng/ml
n.s.***CPZ            0,35    µg/ml
n.s.**CPZ            0,035  µg/ml





initiale MTX-Aufnahmegeschwindigkeit sowie der MTX-Gehalt nach Einstellung des 
intrazellulären Transportgleichgewichts sowohl nach Vorbehandlung mit PB als auch mit 
CBZ keine signifikante Veränderung auf. Die Inkubation mit PB und CBZ führte im 
Vergleich zu unbehandelten HPCT-1E3-Zellen zu einer stark signifikanten Reduktion der 
Rfc1-vermittelten MTX-Aufnahme (s. Tab. 4). Diese betrug innerhalb der initialen 
Aufnahmephase nach Vorbehandlung mit PB ca. 80% bzw. nach Beginn der Einstellung des 
intrazellulären MTX-Transportgleichgewichts ca. 75% und nach Vorbehandlung mit CBZ ca. 
80 bzw. 60%.  
Im Gegensatz dazu wies die MTX-Aufnahmegeschwindigkeit sowie die MTX-Akkumulation 
über 20 min nach Vorbehandlung mit 1,5 und 15 µg/ml Diazepam für 48 h sowohl in An- als 
auch in Abwesenheit von extrazellulären Natriumionen keine statistisch signifikante 
Reduktion im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle auf (s. Abb. 17).  
Die Ergebnisse dieser Transportstudie sprechen für eine Regulation der Rfc1-Aktivität durch 
Induktoren vom PB-Typ. Im weiteren Versuchsablauf wurde in nachfolgenden 3[H]-MTX- 
Transportstudien die mögliche Regulation des Rfc1 durch weitere PB-artige Induktoren wie 




Tab. 4: Statistische Signifikanz der Beeinflussung der Rfc1-vermittelten 3[H]-Methotrexat-
Aufnahme durch Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ (MW; * = P<0,05%, ** = 


















































































































































































































































































































































































































+ 1,5 µg/ml 
+ 15 µg/ml 
- Na+ Kontrolle
- Na+ + 1,5 µg/ml 
















Abb. 17: 3[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen nach Vorbehandlung mit Diazepam. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf Zellkulturschalen zu 12.700 Zellen/cm2 kultiviert und für 48 h mit 1,5 
und 15 µg/ml Diazepam vorbehandelt. Anschließend erfolgte die Messung der 3[H]-MTX-Aufnahme 
(5 µM) in An- (durchgezogene Linie) bzw. Abwesenheit (gestrichelte Linie) von extrazellulärem 
Natrium bei t = 0,25; 0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min. Die zellassoziierte Radioaktivität der jeweiligen 
Proben wurde mittels Flüssigkeitsszintillationszählung bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte 
HPCT-1E3-Zellen. (MW± SD; n = 4). 
 
 
4.3.2 Chlorpromazin  
 
Um den Einfluss des P450-Induktors Chlorpromazin (CPZ; s. 2.3.1.1) auf die Rfc1-
vermittelte 3[H]- MTX-Aufnahme zu ermitteln, wurden die HPCT-1E3-Zellen wie in 3.5.3.1 
beschrieben vorbehandelt. Wie der Abb. 18 zu entnehmen ist, kam es nach Inkubation mit 
CPZ zu einer signifikanten Abnahme der MTX-Akkumulation in natriumhaltigem Tyrode-
Puffer. Dagegen wies die initiale MTX-Aufnahmegeschwindigkeit und die Plateauphase der 
MTX-Aufnahme in natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer keine signifikante Veränderung auf. 
Nach Vorbehandlung in beiden Konzentrationen lag ferner, im Vergleich zu unbehandelten 
HPCT-1E3-Zellen, eine signifikante Reduktion der Rfc1-bedingten MTX-
Aufnahmegeschwindigkeit innerhalb der initialen Aufnahmephase über 3 min um ca. 60 bzw. 
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- Na+ + 0,035 µg/ml













70% und eine Abnahme der natriumabhängigen MTX-Akkumulation nach Einstellung des 


























Abb. 18: Beeinflussung der 3[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch Chlorpromazin.  
HPCT-1E3-Zellen wurden auf Zellkulturschalen zu 12.700 Zellen/cm2 ausgesät und mit 0,035 und 
0,35 µg/ml CPZ über 48 h vorbehandelt. Dargestellt ist die Messung der 3[H]-MTX-Aufnahme (5 µM) 
in An- (durchgezogene Linie) bzw. Abwesenheit (gestrichelte Linie) von extrazellulärem Natrium bei 
t = 0,25; 0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min. Die zellassoziierte Radioaktivität der jeweiligen Proben 
wurde mittels Flüssigkeitsszintillationszählung bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte HPCT-
1E3-Zellen (MW± SD; * = P<0,05%, ** = P<0,01%, *** = P<0,001%; n = 4). 
 
 
4.3.3 Clotrimazol  
 
Die HPCT-1E3-Zellen wurden mit Clotrimazol inkubiert (s. 3.5.3.1) und nachfolgend der 
Einfluss des P450-Induktors (s. 2.3.1.1) auf die Rfc1-vermittelte 3[H]-MTX-Aufnahme 
untersucht. Die Vorbehandlung mit CTZ hatte eine stark signifikante Reduktion der MTX-
Akkumulation über 20 min in natriumhaltigem Tyrode-Puffer zur Folge (s. Abb. 19). In 
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natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer dagegen wies die initiale MTX-Aufnahme-
geschwindigkeit sowie der MTX-Gehalt nach Einstellung des Transportgleichgewichts keine 
signifikante Veränderung auf. Die Rfc1-vermittelte MTX-Aufnahme über 20 min war, ebenso 
wie die initiale Aufnahmegeschwindigkeit, nach Vorbehandlung mit 0,034 und 0,34 µg/ml 
CTZ signifikant reduziert (s. Tab. 4). Die Abnahme der Rfc1-Aktivität betrug im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrolle innerhalb der initialen Aufnahmephase ca. 60 bzw. 80% und 





























Abb. 19: Beeinflussung der 3[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch Clotrimazol. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf Zellkulturschalen zu 12.700 Zellen/cm2 ausgesät und für 60 h mit 0,034 
und 0,34 µg/ml CTZ vorbehandelt. Dargestellt ist die Messung der 3[H]-MTX-Aufnahme (5 µM) in 
An- (durchgezogene Linie) bzw. Abwesenheit (gestrichelte Linie) von extrazellulärem Natrium bei t = 
0,25; 0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min. Die zellassoziierte Radioaktivität der jeweiligen Proben wurde 
mittels Flüssigkeitsszintillationszählung bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte HPCT-1E3-




Abschließend wurde der Einfluss des direkten CAR-Agonisten TCPOBOP (s. 2.3.1.1) auf die 
Rfc1-vermittelte Aufnahme von 3[H]-MTX bestimmt. Hierzu wurden die Hepatocytoma-
Zellen für 48 h mit 0,1 und 1 ng/ml TCPOBOP inkubiert (s. 3.5.3.1). Die Vorbehandlung mit 
dem direkten Agonisten führte zu einer signifikanten Abnahme der MTX-Akkumulation über 
20 min in natriumhaltigem Tyrode-Puffer (s. Abb. 20). In Abwesenheit von extrazellulären 
Natriumionen indessen war die initiale MTX-Aufnahmegeschwindigkeit sowie der MTX-
Gehalt nach Einstellung des intrazellulären Transportgleichgewichts nicht signifikant 
verändert. Weiterhin führte die Inkubation in beiden Konzentrationen zu einer signifikanten 
Reduktion der Rfc1-vermittelten Aufnahme des Folatantagonisten (s. Tab. 4). Die Reduktion 
der MTX-Aufnahmegeschwindigkeit betrug im Vergleich zu unbehandelten HPCT-1E3-
Zellen innerhalb der initialen Aufnahmephase ca. 85 bzw. > 90% und nach Einstellung des 
intrazellulären MTX-Transportgleichgewichts ca. 70 bzw. 80%. 
 
Zusammenfassend konnte anhand der Transportstudien gezeigt werden, dass die Rfc1-
vermittelte Aufnahme von 3[H]-Methotrexat durch Induktoren vom PB-Typ, unter 
Beteiligung des Kernrezeptors CAR, reguliert wird. Eine Regulation des Oat2, welcher für die 
natriumunabhängige, hepatozelluläre Aufnahme von MTX verantwortlich ist, scheint 
unwahrscheinlich, da diese im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nicht signifikant 
verändert war. Ferner spricht die in dieser Arbeit gewählte Substrat- bzw. 
Induktorkonzentration vermutlich gegen eine signifikante Beeinflussung der Rfc1-
vermittelten MTX-Aufnahme durch eine mögliche Mrp-bedingte Elimination des 
Zytostatikums, da die Mrp-Effluxtransporter prinzipiell eine geringe Substrataffinität 
gegenüber MTX und ein schwaches Induktionspotential durch PB-artige Induktoren 
aufweisen (s. 5.1). Darüber hinaus konnte kein Abfall der natriumabhängigen MTX-
Aufnahmekurve nach Beendigung der initialen Aufnahmephase beobachtet werden.  
Im weiteren Versuchsablauf wurde nachfolgend ermittelt, ob es sich bei der Abnahme der 
Rfc1-Aktivität um eine transkriptionelle oder eine translationale Regulation des 
Transportproteins handelt.  
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Abb. 20: Beeinflussung der 3[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch den CAR-Agonisten 
TCPOBOP. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf Zellkulturschalen zu 12.700 Zellen/cm2 ausgesät und für 48 h mit 0,1 
und 1 ng/ml TCPOBOP vorbehandelt. Dargestellt ist die Messung der 3[H]-MTX-Aufnahme (5 µM) in 
An- (durchgezogene Linie) bzw. Abwesenheit (gestrichelte Linie) von extrazellulären Natriumionen 
bei t = 0,25; 0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 20 min. Die zellassoziierte Radioaktivität der jeweiligen Proben 
wurde mittels Flüssigkeitsszintillationszählung bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte HPCT-
1E3-Zellen (MW± SD; * = P<0,05%, ** = P<0,01%, *** = P<0,001%; n = 4). 
 
 
4.4 Quantifizierung der Rfc1 mRNA in HPCT-1E3-Zellen 
 
4.4.1 Nachweis der Spezifität der Rfc1 Primer und Proben 
 
Die HPCT-1E3-RNA wurde isoliert (s. 3.7.1)  und 1 µg RNA in cDNA umgeschrieben (s. 
3.7.2.1). Zum Nachweis der Spezifität der Rfc Primer Mtx_1254 F und Mtx_1399 R (s. Tab. 
3) erfolgte die PCR-Amplifizierung von 1µl cDNA und die nachfolgende elektrophoretische 
Auftrennung des PCR-Produktes (s. 3.7.2.2). Die Verifizierung der PCR-Produktgröße 
erfolgte durch Vergleich mit einem DNA-Standard (100 bp Ladder) unter UV-Licht. Als 
Positivkontrolle diente Rfc1-Plasmid cDNA (1ng) und als Negativkontrolle RNA (50 ng). 
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Die elektrophoretische Auftrennung des HPCT-1E3-PCR-Produktes ergab eine für den Rfc1 
spezifische Bande mit einer Produktgröße von 146 bp (s. Abb. 21). Deren Identität wurde 
durch die prominente Bande der Positivkontrolle auf gleicher Höhe bestätigt. Die Spezifität 
der Rfc1-Bande konnte durch das Fehlen weiterer Banden im HPCT-1E3-PCR-Produkt 
nachgewiesen werden. Mögliche Kontaminationen der Primer oder Proben wurden durch die 
RNA-Negativkontrolle ausgeschlossen.  
Eine entsprechende PCR mit den b-Actin-spezifischen Primern (s. Tab. 3) ergab nach  
elektrophoretischer Auftrennung ein Produkt mit der zu erwartenden Größe von 137 bp (nicht 
abgebildet). Darüber hinaus wurden keine Nebenprodukte der PCR verzeichnet. Die mögliche 













Abb. 21: Nachweis der Spezifität der Rfc1 Primer. 
Die Spezifität der Rfc Primer Mtx_1254 F und Mtx_1399 R wurde mittels PCR-Analyse in HPCT-
1E3-Zellen [2] unter Verwendung von 1 µg Gesamt-RNA und 1,25 U Taq-DNA-Polymerase ermittelt 
(s. 3.7.2.2). Als Positivkontrolle diente 1 ng Rfc-1-DNA-Plasmid [4] und als Negativkontrolle 50 ng 
RNA [3]. Die Verifizierung der PCR-Produktgröße erfolgte durch einen DNA-Standard (100 bp 
Ladder) [1].  
 
 
4.4.2 Einfluss von Phenobarbital und TCPOBOP auf die Rfc1-Genexpression  
         in HPCT-1E3-Zellen  
 
Um den Einfluss von PB und TCPOBOP auf die Rfc1-Genexpression zu ermitteln, wurden 
die HPCT-1E3-Zellen vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Anschließend erfolgte die Synthese der 
HPCT-1E3-cDNA (s. 3.7.1 und 3.7.2.1) sowie, unter Verwendung der in 3.7.2.2 aufgeführten 
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+ 100 µg/ml PB 
+ 1ng/ml TCPOBOP 
genspezifischen Primer und Proben, die Quantifizierung des Rfc1-cDNA- Fragments durch 
real time PCR. Die PCR wurde mittels „iCycler iQ Detector“ von Biorad unter den in 3.7.2.3 
beschriebenen Bedingungen durchgeführt. Die Berechnung der Rfc1 Genexpression in 
Relation zur Expression des Referenzgenes b-Actin erfolgte nach einem Modell zur relativen 
Quantifizierung ohne PCR-Effizienz-Korrektur (s. 3.7.2.4). 
Die relative Rfc1-Genexpression war nach Inkubation der HPCT-1E3-Zellen mit 100 µg/ml 
PB bzw. 1 ng/ml TCPOBOP über 12, 24 und 48 h nicht signifikant verändert (s. Abb. 22). Die 
Schwankung der Transkriptionsrate in Relation zur unbehandelten Kontrolle betrug ca. 15-
20%.  
Die Ergebnisse der Rfc1-Genexpressionsstudie sprechen gegen eine transkriptionelle 
















Abb. 22: Einfluss von Phenobarbital und dem direkten CAR-Agonisten TCPOBOP auf die Rfc1-
Genexpression in HPCT-1E3-Zellen.  
Die real-time PCR-Analyse der Rfc1-Genexpression (1µg/µl cDNA) erfolgte nach Vorbehandlung der 
Hepatocytoma-Zellen mit 100 µg/ml PB bzw. 1 ng/ml TCPOBOP über 12, 24 und 48 h. Die HPCT-
1E3-RNA wurde isoliert (s. 3.7.1) und 1 µg RNA in cDNA umgeschrieben (s. 3.7.2.1). Anschließend 
wurde die PCR-Reaktion mittels PCR-Master-Mix S mit 1,25 U Taq-DNA-Polymerase, den 
genspezifischen Primern und TaqMan-Proben (s. Tab. 3) unter Verwendung des „iCycler iQ 
Detectors“ von Biorad durchgeführt (s. 3.7.2.3). Die Genexpression der unbehandelten Kontrolle 








































+ 10 µg/ml PB 
+ 100 µg/ml PB 
+ 0,1 ng/ml TCPOBOP 
+ 1 ng/ml TCPOBOP 
+ 1,5 µg/ml Diazepam 
+ 15 µg/ml Diazepam 
Zeit [h]
4.5 Einfluss von Phenobarbital, TCPOBOP und Diazepam auf die Rfc1-Proteinmenge in     
      HPCT-1E3-Zellen 
 
Die semiquantitative Analyse des Rfc1-Proteins (s. Abb. 6) wurde mittels eines 
immunzytochemischen Nachweisverfahrens durchgeführt (s. 3.6.3). Als Negativkontrollen 
dienten unbehandelte Zellen, Proben ohne Zusatz von primärem Antiserum sowie Proben 
ohne Zusatz von primärem und sekundärem Antiserum. Der Gesamtproteingehalt diente als 
interner Standard.  
Wie Abb. 23 zu entnehmen ist, lag nach Vorbehandlung mit 10 und 100 µg/ml PB, 0,1 und 1 
ng/ml TCPOBOP sowie 1,5 µg/ml Diazepam über 12, 24 und 48 h keine signifikante 
Veränderung in der Rfc1-Proteinmenge vor. Die Varianz der Rfc1-Proteinmenge der 
vorbehandelten Proben, in Relation zur unbehandelten Kontrolle, betrug jeweils ca. 15-20%. 
Abweichend davon war nach Vorbehandlung der HPCT-1E3-Zellen mit 15 µg/ml Diazepam 
für 48 h eine Abnahme der Rfc1-Proteinmenge um ca. 25% zu verzeichnen, welche sich 
jedoch nicht signifikant von der Rfc1-Proteinmenge unbehandelter Zellen unterschied.  
Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass es sich in Bezug auf die Reduktion der 
Rfc1-Aktivität durch Induktoren vom PB-Typ bzw. TCPOBOP nicht um eine translationale 
Regulation des Transportproteins handelt. 
 
 
Abb. 23: Einfluss von Phenobarbital, TCPOBOP und Diazepam auf die Rfc1-Proteinmenge in HPCT-
1E3-Zellen. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf 96-well-Zellkulturplatten kultiviert und mit 10 und 100 µg/ml PB, 0,1 
und 1 ng/ml TCPOBOP sowie 1,5 und 15 µg/ml Diazepam über 12, 24 und 48 h vorbehandelt. Die 
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Bestimmung der Rfc1-Proteinmenge wurde mittels semiquantitativer Immunzytochemie unter 
Verwendung eines spezifischen Rfc1-Antiserums durchgeführt. Die Darstellung der relativen Rfc1-
Proteinmenge erfolgte in % Extinktion pro mg Gesamtprotein der unbehandelten Kontrolle. (MW ± 
SD; n = 6). 
 
 
4.6 Regulation der funktionellen Aktivität des Rfc1 in HPCT-1E3-Zellen  
 
4.6.1 Modulatoren der Phosphorylierung 
 
Neben der Regulation der Genexpression (s. 2.3.2.1) stellt die schnelle und kurzfristige 
posttranslationale Phosphorylierung von Transportproteinen einen weiteren wichtigen 
Regulationsmechanismus dar (KRAUSS 2003; s. 2.3.2.2). Der Rfc1 weist zwei mögliche 
Phosphorylierungsstellen auf (HONSCHA et al. 2000). Daher könnte die reduzierte Rfc1-
Aktivität in HPCT-1E3-Zellen nach Inkubation mit Induktoren vom PB-Typ bzw. TCPOBOP, 
in Verbindung mit den fehlenden Hinweisen auf eine transkriptionelle bzw. translationale 
Regulation, durch einen veränderten Phosphorylierungsstatus des Transportproteins bedingt 
sein.  
Um den Einfluss von Modulatoren der Phosphorylierung auf die Rfc1-vermittelte Aufnahme 
von 3[H]-Methotrexat zu untersuchen, wurden die HPCT-1E3-Zellen wie in 3.5.3.2 
beschrieben mit den in Tab. 2 aufgeführten Substanzen vorbehandelt. Die gewählte 
Konzentration der jeweiligen Modulatoren wurde der Literatur entnommen (CHIJIWA et al. 
1990, MUKHOPADHYAY et al. 1998, YOU et al. 2000, GUO u. KLAASEN 2001). 
Anschließend erfolgte die Bestimmung der 3[H]-MTX-Aufnahme über 20 min mittels 
Flüssigkeitsszintillationszählung (s. 3.8.1.2). Die natriumabhängige Rfc1-vermittelte 
Aufnahme des Zytostatikums wurde als Differenz zwischen der intrazellulären MTX-
Akkumulation über 20 min in An- und Abwesenheit von extrazellulärem Natrium berechnet 
und in pmol/mg Protein dargestellt (s. Abb. 24-26). Als Beurteilungskriterium für die Rfc1-
Aktivität diente der Anteil der natriumabhängigen Akkumulation von Methotrexat nach 
Einstellung des intrazellulären Transportgleichgewichts sowie insbesondere die 
Transportgeschwindigkeit während der initialen Aufnahmephase. Als Kontrolle wurden 





4.6.1.1 PMA und/oder Okadainsäure  
 
PMA ist für die konzentrations- und zeitabhängige Induktion der Proteinkinase C 
verantwortlich (NISHIZUKA 1992). Dagegen führt Okadainsäure (OA) zu einer Inhibition 
der über die Protein Phosphatase 1 und 2A-vermittelten Dephosphorylierung von Proteinen 
(COHEN et al. 1990).  
Um den Einfluss der Proteinkinase C sowie der Protein Phosphatase 2A auf die Rfc1-
vermittelte Aufnahme von 3[H]-MTX zu untersuchen, wurden die HPCT-1E3-Zellen, wie in 
3.5.3.2 aufgeführt, vorbehandelt.  
Die Inkubation der Hepatocytoma-Zellen mit PMA hatte die Reduktion der MTX- 
Transportgeschwindigkeit innerhalb der initialen Aufnahmephase bzw. eine Abnahme der 
Rfc1-bedingten Akkumulation des Folatantagonisten nach Einstellung des intrazellulären 
Transportgleichgewichts um durchschnittlich 75% zur Folge (s. Abb. 24). Nach 
Vorbehandlung mit Okadainsäure war die Geschwindigkeit der Rfc1-vermittelten Aufnahme 
sowie die Rfc1-bedingte MTX-Akkumulation um ca. 65% reduziert. Weiterhin hatte die 
Inkubation mit beiden Substanzen wie erwartet einen synergistischen Effekt auf die Rfc-
vermittelte MTX-Aufnahme. So lag nach synchroner PMA- und OA-Vorbehandlung eine 
vollständige Hemmung der Rfc1-Aktivität während der initialen Aufnahmephase über 3 min 
bzw. eine Abnahme der Rfc1-vermittelten MTX-Akkumulation nach Einstellung des 
intrazellulären Transportgleichgewichts um > 95% vor (s. Abb. 24).  
Die natriumunabhängige MTX-Aufnahme wies nach Inkubation mit PMA und/oder 
Okadainsäure im Vergleich zu unbehandelten Zellen keine signifikanten Unterschiede auf 
(nicht dargestellt).  
Zusammenfassend führt die PKC-vermittelte Phosphorylierung des Carriers bzw. die 
Hemmung der Proteindephosphorylierung durch Vorbehandlung mit dem PP 1/2A-Inhbitor 
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4.6.1.2 PMA und BIM 
 
Bisindolylmaleimid (BIM) stellt einen spezifischen Inhibitor der Proteinkinase C dar (DAVIS 
et al. 1992).  
Die HPCT-1E3-Zellen wurden wie in 3.5.3.2 beschrieben vorbehandelt, um die Beteiligung 
der Proteinkinase C an der Reduktion der Rfc1-Aufnahmeaktivität eindeutig nachzuweisen. 
Die Inkubation mit dem PKC-Induktor PMA führte wie in 4.6.1.1 beschrieben zu einer fast 
vollständigen Hemmung der Rfc1-Aktivität (s. Abb. 24). Diese Inhibition war bei 
gleichzeitiger Vorbehandlung mit dem spezifischen PKC-Inhibitor BIM zu ca. 50-70% 
reversibel. Ohne Vorbehandlung mit PMA führte der Inhibitor BIM, in Relation zur 
unbehandelten Kontrolle, zu keiner signifikant unterschiedlichen Rfc1-vermittelten MTX-
Aufnahme. 
Die Vorbehandlung mit PMA und/oder BIM dagegen hatte im Vergleich zu unbehandelten  
HPCT-1E3-Zellen keine signifikanten Unterschiede in der natriumunabhängigen Aufnahme 
des Folatantagonisten zur Folge (nicht dargestellt).  
 
 
4.6.1.3 cAMP und H-89 
 
Dibutyryl-cAMP, ein Derivat des zyklischen AMP, gelangt durch Diffusion in die Zelle, wo 
der Butyrat-Rest durch intrazellulär lokalisierte Esterasen abgespalten wird. cAMP vermittelt 
nachfolgend die Aktivierung der cAMP-abhängigen Proteinkinase A (TAYLOR et al. 1990), 
welche die kurzfristige posttranslationale Regulation von Transportproteinen bedingt 
(GRUNE et al. 1993, MUKHOPADHYAY et al. 1998). Im Gegensatz dazu ist das 
Sulfonamid-Derivat H-89 für die spezifische Inhibition der cAMP-abhängigen PKA 
verantwortlich (CHIJIWA et al. 1990).  
Um den Einfluss der Proteinkinase A auf die Rfc1-vermittelte Aufnahme von 3[H]-MTX zu 
untersuchen, wurden die HPCT-1E3-Zellen wie in 3.5.3.2 aufgeführt vorbehandelt. Die 
Hepatocytoma-Zellen wiesen in Relation zur unbehandelten Kontrolle nach Inkubation mit 
cAMP und/oder dem Inhibitor H-89 keine signifikant veränderte Rfc1-Aktivität auf (s. Abb. 
25). Dies gilt ebenso für die MTX-Akkumulation in natriumfreiem Cholin-Tyrode-Puffer 
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+ 5,1 µg/ml cAMP
+  52 ng/ml H-89
Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse für eine Regulation der Rfc1-bedingten MTX-
Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch die Proteinkinase C, nicht aber durch die Proteinkinase 
A. Weiterhin ist eine PKC- bzw. PKA-bedingte posttranslationale Regulation des Oat2, 
welcher die natriumunabhängige, hepatozelluläre Aufnahme von Methotrexat vermittelt, in 
Hinblick auf die gewonnenen Daten unwahrscheinlich. Im weiteren Versuchsablauf soll 
anhand nachfolgender Regulationsstudien geprüft werden, ob die Proteinkinase C an der 
Regulation der Rfc1-vermittelten Aufnahme von 3[H]-MTX durch Cytochrom P450-


















Abb. 25: Beeinflussung der Rfc1-vermittelten 3[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch 
PKA-Modulatoren. 
HPCT-1E3-Zellen wurden auf Zellkulturschalen zu 12.700 Zellen/cm2 ausgesät und für 2 h mit 5,1 
µg/ml cAMP und/oder 52 ng/ml H-89 vorbehandelt. Die Messung der 3[H]-MTX-Aufnahme (5 µM) 
erfolgte in An- bzw. Abwesenheit von extrazellulärem Natrium bei t = 0,25; 0,75; 1,25; 3; 5; 10 und 
20 min. Die zellassoziierte Radioaktivität der jeweiligen Proben wurde mittels 
Flüssigkeitsszintillationszählung bestimmt. Dargestellt ist die Rfc1-vermittelte MTX-Aufnahme, 
welche als Differenz zwischen der intrazellulären MTX-Akkumulation über 20 min in An- und 
Abwesenheit von extrazellulären Natriumionen berechnet und in pmol/mg Protein dargestellt wurde. 




4.6.2 Beteiligung der Proteinkinase C an der Regulation der Rfc1-vermittelten Aufnahme von 
3[H]-Methotrexat durch Cytochrom P450-Induktoren  
 
4.6.2.1 Vorbehandlung mit Phenobarbital und BIM  
 
Um die Beteiligung der Proteinkinase C an der Regulation der Rfc1-vermittelten Aufnahme 
von 3[H]-MTX (s. 3.8.1.2) durch Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ zu ermitteln, 
wurden die HPCT-1E3-Zellen, wie in 3.5.3.2 beschrieben, vorbehandelt. Als Positivkontrolle 
diente die Inkubation mit dem PKC-Induktor PMA und/oder dem PKC-Inhibitor BIM über 2 
h (s. 4.6.1.2; nicht dargestellt). Die Vorbehandlung mit PB führte zu einer Reduktion der 
Rfc1-vermittelten 3[H]-MTX-Aufnahme während der initialen Aufnahmephase um > 95% 
bzw. nach Einstellung des intrazellulären MTX-Transportgleichgewichts um ca. 85% (s. Abb. 
26). Diese Reduktion konnte bei gleichzeitiger Vorbehandlung mit dem spezifischen PKC-
Inhibitor BIM um durchschnittlich 70% aufgehoben werden. Ohne Vorbehandlung mit PB 
führte der Inhibitor, in Relation zur unbehandelten Kontrolle, zu keiner signifikant 
unterschiedlichen Rfc1-vermittelten MTX-Aufnahme. Die natriumunabhängige Aufnahme 
des Zytostatikums wies nach Vorbehandlung mit PB bzw. PMA und/oder BIM im Vergleich 
zu unbehandelten  HPCT-1E3-Zellen keine signifikanten Unterschiede auf (nicht dargestellt).  
Weiterhin erfolgte die Bestimmung der MTX-Aufnahmerate (Vinflux; s. 3.8.1.2), welche 
prinzipiell, in Abhängigkeit von der gewählten Substratkonzentration, eine direkte 
Proportionalität zur Anzahl der aktiven Transporter in der Plasmamembran aufweist. Die 
natriumabhängige, Rfc1-vermittelte MTX-Aufnahmerate war, in Relation zur Kontrolle, nach 
Inkubation mit PB bzw. PMA signifikant vermindert (s. Tab. 5). Diese Reduktion konnte 
durch die gleichzeitige Vorbehandlung mit dem PKC-Inhibitor BIM vollständig umgekehrt 
werden. Die Geschwindigkeit der natriumunabhängigen MTX-Aufnahme wies nach 




4.6.2.2 Vorbehandlung mit TCPOBOP und BIM 
 
Abschließend wurde die Beteiligung der Proteinkinase C an der Regulation der Rfc1-
vermittelten 3[H]-MTX-Aufnahme durch den direkten CAR-Agonisten TCPOBOP untersucht 
(s. 3.5.3.2 und 3.8.1.2). Als Positivkontrolle diente erneut die Inkubation mit dem PKC-
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Induktor PMA und/oder dem PKC-Inhibitor BIM (s. 4.6.1.2; nicht dargestellt). Wie Abb. 26 
zu entnehmen ist, führte die Vorbehandlung mit dem CAR-Agonisten zu einer Reduktion der 
Rfc1-bedingten initialen Aufnahmegeschwindigkeit von Methotrexat um ca. 70%. Ferner 
wies die Rfc1-vermittelte MTX-Akkumulation nach Einstellung des intrazellulären 
Transportgleichgewichts im Vergleich zu unbehandelten HPCT-1E3-Zellen eine Abnahme 
um ca. 60-70% auf. Die Reduktion der Rfc1-Aktivität konnte bei gleichzeitiger 
Vorbehandlung mit dem spezifischen PKC-Inhibitor BIM um > 90% aufgehoben werden. 
Ohne Vorbehandlung mit TCPOBOP führte der Inhibitor, im Vergleich zur Kontrolle, zu 
keiner signifikanten Veränderung der Rfc1-vermittelten MTX-Aufnahme (s. Abb. 26). Die 
natriumunabhängige Aufnahme des Folatantagonisten wies sowohl nach Inkubation mit 
TCPOBOP als auch mit PMA und/oder BIM, im Vergleich zu unbehandelten  HPCT-1E3-
Zellen, keine signifikanten Unterschiede auf (nicht dargestellt).  
Übereinstimmend führte die Vorbehandlung mit dem CAR-Agonisten bzw. mit PMA zu einer 
signifikanten Reduktion der natriumabhängigen, Rfc1-vermittelten MTX-Aufnahmerate 
(Vinflux), welche durch die gleichzeitige Inkubation mit dem PKC-Inhibitor BIM vollständig 
aufgehoben werden konnte (s. Tab. 5). Im Gegensatz dazu hatte die Inkubation mit 
TCPOBOP und/oder den Modulatoren der Phosphorylierung keine Änderung der 
natriumunabhängigen MTX-Aufnahmegeschwindigkeit zur Folge. 
 
Zusammenfassend weisen die Befunde der vorliegenden Untersuchungen darauf hin, dass die 
Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ bzw. TCPOBOP unter Beteiligung der 
Proteinkinase C zu einer Reduktion der Rfc1-vermittelten Aufnahme des 
Chemotherapeutikums Methotrexat in HPCT-1E3-Zellen führen. Die Bestimmung der MTX-
Aufnahmeraten (Vinflux) nach Vorbehandlung mit PB bzw. TCPOBOP und/oder Modulatoren 
der Phosphorylierung lassen weiterhin die Schlussfolgerung zu, dass diese Reduktion durch 
eine Abnahme der Anzahl an funktionell aktiven Rfc1-Transportern bedingt ist. Zudem 
deuten die Regulationsstudien mit dem CAR-Agonisten TCPOBOP auf eine Beteiligung der 









+ 100  µg/ml PB
+ 100  µg/ml PB
+   21  ng/ml BIM
+ 0,62 µg/ml PMA
+ 0,62 µg/ml PMA






+   1 ng/ml TCPOBOP
+   1 ng/ml TCPOBOP
+ 21 ng/ml BIM
+ 0,62 µg/ml PMA
+ 0,62 µg/ml PMA
+     21 ng/ml BIM
6,51 ± 0,46 4,24 ± 0,77
4,29 ± 0,45 *** 4,07 ± 0,58
6,42 ± 1,58 3,93 ± 0,61
3,32 ± 0,42 ***       5,1 ± 0,46
6,09 ± 0,5                    4,44 ± 0,32
2,4 ± 0,38 6,44 ± 0,58
0,18 ± 0,65 ** 6,75 ± 1,06
3,02 ± 0,51 6,43 ± 0,79
0 ± 0,39 ***           7,57 ± 0,67
1,69 ± 0,38                  6,59 ± 0,48
¶ §
Tab. 5: Beeinflussung der natriumabhängigen, Rfc1-vermittelten bzw. der 
natriumunabhängigen 3[H]-Methotrexat-Aufnahmerate (Vinflux) durch Cytochrom P450-





















¶     = Die Darstellung der MTX-Aufnahmerate (Vinflux) in HPCT-1E3-Zellen erfolgte in pmol/mg  
         Protein/min. 
§     = Die vorliegenden Daten stellen Mittelwerte aus mindestens drei Replikaten ± SD dar.  
**   = P<0,01% 
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation des hepatozellulären Transportproteins Rfc1 
der Ratte durch Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ und dem CAR-Agonisten 
TCPOBOP in dem in vitro-Zellkulturmodell HPCT-1E3 (s. 2.4) untersucht. Die Regulation 
von Transportproteinen erfolgt nach bisherigem Erkenntnisstand vorwiegend entweder auf 
der Ebene der Transkription durch Regulation der Genexpression (XU et al. 2005) oder durch 
die schnelle und kurzfristige Phosphorylierung des jeweiligen Carrierproteins im Rahmen 
einer posttranslationalen Regulation (ROELOFSEN et al. 1998, NOE et al. 2001, WOLFF et 
al. 2003). Innerhalb dieser Arbeit wurde daher der Einfluss der PB-artigen Induktoren auf die 
Rfc1-Genexpression mittels quantitativer real time PCR bzw. auf die Rfc1-Proteinmenge 
mittels eines semiquantitativen immunzytochemischen Nachweisverfahrens bestimmt. Ferner 
wurde die funktionelle Aktivität des Rfc1 nach Inkubation mit den jeweiligen Induktoren vom 
PB-Typ (s. 3.5.3.1) bzw. Modulatoren der Phosphorylierung (s. 3.5.3.2) als natriumabhängige 
Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem Methotrexat (FMTX; s. 3.8.1.1) bzw. 3[H]-
Methotrexat in HPCT-1E3-Zellen ermittelt (s. 3.8.1.2). 
 
 
5.1 Transport von Methotrexat in HPCT-1E3-Zellen 
 
Die zelluläre Aufnahme, Verteilung und Ausscheidung von Arzneimitteln wie Methotrexat 
wird im Organismus über verschiedene Import- bzw. Exportcarrier vermittelt. Hierbei wird 
die aktuelle, intrazelluläre Arzneistoffkonzentration durch vielschichtige Prozesse bestimmt, 
welche einer fein abgestuften Regulation unterliegen (XU et al. 2005). Die Aufklärung dieser 
komplexen und zumeist koordinierten Regulation von Arzneistoffwechselwegen ist daher 
prinzipiell nur in einem der in vivo-Situation nahestehenden in vitro-Zellkulturmodell 
möglich. 
An dem hepatozellulären MTX-Transport sind verschiedene, lebertypische Transportproteine 
wie die Importcarrier Rfc1 und Oat2 sowie die Effluxtransporter Mrp1-4 beteiligt (s. Tab. 1). 
Dieser Sachverhalt erschwert die selektive Bestimmung einer Rfc1-vermittelten MTX-
Aufnahme in isolierten Hepatozyten im Vergleich zu einer mit Rfc1-cDNA transfizierten 
Zelllinie. Letztere eignen sich jedoch aufgrund der fehlenden transkriptionellen Regulation 
und leberspezifischen Signalkaskaden grundsätzlich nicht zum Studium komplexer 
Leberfunktionen wie der Regulation von Transportproteinen. Zudem ist der Einsatz von 
  Diskussion 
 
84 
primären Hepatozyten limitiert, da diese in Kultur nicht proliferieren und innerhalb von 48 h 
viele ihrer phänotypischen Eigenschaften verlieren (FÖLLMANN et al. 1990, GUILLOUZO 
et al. 1990). 
HPCT-1E3-Hepatocytomazellen vereinigen wichtige phänotypische Eigenschaften 
differenzierter Rattenhepatozyten in Kultur wie die endogene Expression oben genannter 
Import- bzw. Effluxtransporter für MTX (HALWACHS et al. 2005; s. Anhang) mit dem 
kontinuierlichen Wachstum immortaler Zelllinien (s. 2.4). Die Hybridzelllinie stellt somit ein 
geeignetes in vitro-Modell für das Studium der hepatozellulären Rfc1-Regulation dar. 
Anhand verschiedener Beurteilungskriterien ist es möglich, die Rfc1-Aktivität und deren 
Regulation durch Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP in HPCT-1E3-Zellen selektiv zu 
ermitteln. Die Bestimmung der natriumabhängigen MTX-/FMTX-Aufnahme dient der 
Abgrenzung einer Rfc1-vermittelten von der natriumunabhängigen, Oat2-vermittelten 
Aufnahme des Chemotherapeutikums. Dagegen erfolgt die Messung des natrium- und 
zeitabhängigen 3[H]-MTX-Transports (s. 3.8.1.2), im Rahmen derer insbesondere die 
Aufnahmegeschwindigkeit innerhalb der initialen Aufnahmephase mit dem Ziel beurteilt 
wird, den Einfluss einer möglichen Mrp-bedingten MTX-Elimination von der Rfc1-
vermittelten Anreicherung des Zytostatikums abzugrenzen. Darüber hinaus dient ebenso die 
gewählte Substrat- bzw. Induktorkonzentration der selektiven Beurteilung der Rfc1-Aktivität, 
da der Rfc1 im Vergleich zu den MRP-/Mrp-Effluxproteinen eine ca. 100-500fach höhere 
Substrataffinität für Methotrexat besitzt und die Effluxtransporter zudem ein schwächeres 
Induktionspotential nach Vorbehandlung mit PB-artigen Induktoren aufweisen. 
 
In niedriger Konzentration (30-50 mg/m2 bzw. Serumspiegel < 20 µM; BERGER et al. 1996, 
HEINEMANN et al. 2001) wird das zweifach negativ geladene Methotrexat (MTX) durch 
verschiedene sättigbare und energieabhängige Transportproteine in die Zelle aufgenommen 
bzw. ausgeschieden (s. Tab. 1). Anhand des HPCT-1E3-Zellkulturmodells ergeben sich daher 
prinzipiell verschiedene Möglichkeiten der Regulation des zellulären MTX-Gehaltes. 
Für die natriumunabhängige Aufnahme des Zytostatikums ist der in der basolateralen 
Hepatozytenmembran lokalisierte Oat2 (Slc22a7) verantwortlich (SIMONSON et al. 1994, 
SEKINE et al. 1998, MIYAZAKI et al. 2004). MORITA et al. (2001) zeigten jedoch mittels 
einer Inhibitionsstudie an Oat2-transfizierten Zellen auf, dass der Salicylat-Transport (5 µM) 
nach Vorbehandlung mit einem 200fachen Überschuss an MTX nur um ca. 35% inhibiert 
wird. Diese Befunde deuten auf eine geringe MTX-Substrataffinität des Importcarriers für das 
Zytostatikum hin. Weiterhin konnten SWEET et al. (2002) bzw. BREEN et al. (2004) 
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nachweisen, dass Fluoreszein bzw. MTX, nicht aber FMTX, Substrate des murinen Oat3 bzw. 
des Oat3 (Slc22a8) der Ratte darstellen. Hinsichtlich der FMTX-Substratspezifität des Oat2 
liegen in der Literatur bislang keine Daten vor. Es ist jedoch möglich, dass FMTX im 
Gegensatz zu MTX kein Substrat des Oat2 darstellt, da der hepatozelluläre Oat3 der Ratte ein 
mit dem Oat2 überlappendes Substratspektrum aufweist (MIYAZAKI et al. 2004, LEE u. 
KIM 2004). Darüber hinaus konnte nach Vorbehandlung der Hepatocytoma-Zellen mit dem 
CAR-Agonisten TCPOBOP sowie den gewählten PB-artigen Induktoren und Kontrollen (s. 
3.5.3.1) keine signifikante Veränderung der natriumunabhängigen FMTX-Akkumulation (s. 
Abb. 12-15) bzw. der 3[H]-MTX-Aufnahme (s. Abb. 16-20) beobachtet werden. Ferner liegen 
in der Literatur bislang keine Daten zur Regulation der OAT-/Oat-Transportproteine durch 
Induktoren vom PB-Typ vor. So konnte bisher einzig die PKC-vermittelte posttranslationale 
Phosphorylierung des OAT1/Oat1 bzw. Oat3 der Ratte, welche mit einer Reduktion der 
Transporteraktivität einherging, nachgewiesen werden (MIYAZAKI et al. 2004, YOU 2004). 
Insgesamt kann daher eine maßgebliche Beeinflussung des MTX-Gehaltes in HPCT-1E3-
Zellen durch eine Oat2-vermittelte FMTX-/MTX-Anreicherung nach Inkubation mit PB-
artigen Induktoren bzw. TCPOBOP ausgeschlossen werden. 
 
Der Reduced Folate Carrier1 (Rfc1, Slc19a1) vermittelt die bei pH 7,4 überwiegend 
natriumabhängige Aufnahme von Methotrexat wie auch des Methotrexat-Derivats FMTX 
(HONSCHA et al. 2000, KNEUER u. HONSCHA 2004; s. 2.2.3.2). Diese wurde als 
Differenz zwischen der intrazellulären MTX-/FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Zellen in 
An- bzw. Abwesenheit extrazellulärer Natriumionen bestimmt (s. 3.8.1.1 und 3.8.1.2). In 
Übereinstimmung mit früheren in vitro-Studien an HPCT-1E3-, MDCK- sowie Caco-2-Zellen 
war die Rfc1-vermittelte FMTX-Aufnahme bei neutralem pH natriumabhängig (KNEUER u. 
HONSCHA 2004, KNEUER et al. 2005b, HALWACHS et al. 2005; s. Anhang) und betrug in 
unbehandelten HPCT-1E3-Zellen ca. 20-40 pmol/mg Protein/30 min (s. Abb. 12-15). 
Zusammenfassend wiesen die Aufnahmedaten darauf hin, dass bei neutralem pH, in 
Übereinstimmung mit den von KNEUER u. HONSCHA (2004) ermittelten Werten, 50-80% 
der FMTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen Rfc1-vermittelt erfolgt.  
Um die Rfc1-bedingte MTX-Transportrate in den Hepatocytoma-Zellen zu ermitteln, wurde 
nachfolgend die natrium- und zeitabhängige 3[H]-MTX-Aufnahme bestimmt (s. 3.8.1.2). 
Ferner dienten diese Transportstudien der Abgrenzung einer möglichen Mrp-bedingten MTX-
Elimination (ZHAO u. GOLDMAN 2003) in HPCT-1E3-Zellen, welche im Rahmen der 
FMTX-Transportstudien nicht eindeutig möglich war. Als Beurteilungskriterium für die Rfc1-
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Aktivität diente der Anteil der natriumabhängigen Akkumulation von Methotrexat nach 
Einstellung des intrazellulären Transportgleichgewichts sowie insbesondere die 
Aufnahmegeschwindigkeit innerhalb der initialen Aufnahmephase, da das MTX-
Transportgleichgewicht möglicherweise durch Faktoren wie der oben genannten Mrp-
vermittelten MTX-Elimination beeinflusst wird.  
Der Beginn der Einstellung eines intrazellulären MTX-Transportgleichgewichts bzw. deren 
Höhe in An- bzw. Abwesenheit von extrazellulären Natriumionen (s. 4.3 und Abb. 16-20) 
liegt im Bereich wie die von HONSCHA u. PETZINGER (1999) an primären 
Rattenhepatozyten bzw. HPCT-1E3-Zellen ermittelten Werte. Dies gilt ebenfalls für die 
intrazelluläre MTX-Akkumulationsrate in natriumhaltigem Tyrodepuffer sowie dem Anteil 
der natriumabhängigen, Rfc1-bedingten MTX-Aufnahme. Weiterhin bestätigen die 
Natriumabhängigkeit bei neutralem pH sowie die Einstellung eines intrazellulären 
Transportgleichgewichts Ergebnisse zum MTX-Transport in primären Rattenhepatozyten 
(HORNE et al. 1976, GEWIRTZ et al. 1980, HORNE 1990). 
 
Die hepatozelluläre Elimination von MTX (KRUH u. BELINSKY 2003) bzw. FMTX (LEE et 
al. 2000, TERLOUW et al. 2003, LI et al. 2003, BREEN et al. 2004) wird durch die 
Effluxtransporter Mrp1 (Abcc1), Mrp2 (Abcc2), Mrp3 (Abcc3) und Mrp4 (Abcc4) vermittelt. 
Im Rahmen von Vorarbeiten konnte die Beeinflussung der intrazellulären Akkumulation des 
Zytostatikums durch eine Mrp-bedingte MTX-Elimination nachgewiesen werden 
(HALWACHS et al. 2005; s. Anhang). Hierzu wurde wie in 3.8.1.2 beschrieben die 3[H]-
MTX-Aufnahme (5 µM) in HPCT-1E3-Zellen über 30 min in Ab- bzw. Anwesenheit des 
spezifischen Mrp-Inhibitors MK 571 (50 µM) bestimmt. Die Inkubation mit MK 571 hatte 
erst zum Zeitpunkt t = 30 min, d.h. bei Einstellung des Transportgleichgewichts, nicht aber zu 
einem früheren Messzeitpunkt, eine signifikante Zunahme (P<0,05) der intrazellulären MTX-
Akkumulation zur Folge. Ein Mrp-vermittelter FMTX-Export könnte daher die FMTX-
Akkumulationsrate über 30 min in HPCT-1E3-Zellen beeinflussen. Zur Abgrenzung dieser 
möglichen Mrp-bedingten MTX-Elimination wurde die zeitabhängige Aufnahme von 3[H]-
Methotrexat (5 µM) und deren Beeinflussung durch Induktoren vom PB-Typ bzw. TCPOBOP 
bestimmt (s. 3.5.3.1 und 3.8.1.2). Hierbei diente insbesondere die Aufnahmegeschwindigkeit 
innerhalb der initialen Aufnahmephase als selektives Beurteilungskriterium der Rfc1-
Aktivität. Die Exportcarrier weisen allerdings nur eine geringe Affinität gegenüber MTX auf 
(Km = 2,2 mM für MRP1, 0,3 mM für Mrp2, 0,62 mM für MRP3 bzw. 0,22 mM für Mrp4; 
MASUDA et al. 1997, KRUH u. BELINSKY 2003), welche ca. 100-500fach geringer als die 
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des RFC1/Rfc1 für MTX/FMTX ist (Km ~ 1-5 µM; GOLDMAN et al. 1968, HONSCHA u. 
PETZINGER 1999, WONG et al. 1999, RAJGOPAL et al. 2001, CAI u. HORNE 2003, 
FLINTOFF et al. 2004, HALWACHS et al. 2005; s. Anhang). Diese Transportcharakteristika 
liegen in Einklang mit der Mrp-bedingten MTX-Chemoresistenz, da die Effluxtransporter 
lediglich in Anwesenheit hoher MTX-Konzentrationen potente MTX-Resistenzfaktoren 
darstellen (HOOIJBERG et al. 1999, KOOL et al. 1999, LEE et al. 2000). In Abhängigkeit 
von der Dauer der 3[H]-MTX-Aufnahme bzw. der FMTX-Akkumulation kann es jedoch, wie 
anhand der Mrp-Inhibitionsstudie mit MK 571 aufgezeigt wurde (s.o.), prinzipiell zur Bildung 
ausreichend hoher intrazellulärer Substrat-Spiegel kommen. Aus diesem Grunde lässt sich 
eine Beeinflussung der MTX-/FMTX-Anreicherung in HPCT-1E3-Zellen durch eine MRP-
vermittelte Elimination des Chemotherapeutikums nicht vollständig ausschließen.  
Interessanterweise liegt die hier gewählte MTX-Arbeitskonzentration (s. 3.8.1.2) im Bereich 
des Km-Wertes (Km ~ 40 µM) der Folylpolyglutamat-synthetase (FPGS; s. 2.1.2; SANGHANI 
u. MORAN 2000). SANGHANI u. MORAN (2000) stellten die Hypothese auf, dass die 
Vertreter der MRP-/Mrp-Familie mit der FPGS um die Bindung der intrazellulär lokalisierten 
MTX-Moleküle konkurrieren und MTX in geringer Konzentration aufgrund deren höherer 
Substrataffinität vornehmlich an die FPGS bindet. Ein entsprechender Mechanismus ist 
aufgrund der ähnlichen phänotypischen Eigenschaften der Hybridzelllinie mit primären 
Rattenhepatozyten prinzipiell möglich, wobei aber bislang in der Literatur keine Hinweise auf 
eine Expression der FPGS in HPCT-1E3-Zellen vorliegen. 
PB vermittelt nach bisherigen Erkenntnisstand die in vitro-Induktion der Mrp1-, Mrp2-, 
Mrp3- und Mrp4-Genexpression (KIUCHI et al. 1998, SCHRENCK et al. 2001, 
CHERRINGTON et al. 2002, KAST et al. 2002, STAUDINGER et al. 2003, MAHER et al. 
2005), wobei in Rattenhepatozyten bislang einzig die Induktion der Mrp2- bzw. Mrp3-
Genexpression nachgewiesen wurde (OGAWA et al. 2000, KAST et al. 2002, 
CHERRINGTON et al. 2002). Aus diesem Grunde ist prinzipiell zu erwarten, dass die 
FMTX-/MTX-Akkumulation durch eine gesteigerte Mrp-vermittelte Eliminationsrate 
verringert werden kann. Der in dieser Arbeit nach Vorbehandlung mit den Cytochrom P450-
Induktoren beobachtete Kurvenverlauf der 3[H]-MTX-Aufnahme (s. Abb. 16-20) spricht 
jedoch gegen eine signifikante Beteiligung der MRP-/Mrp-Effluxtransporter an der 
Regulation der MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen. Diese hätte, im Gegensatz zu der hier 
beobachteten signifikanten Abnahme der natriumabhängigen, initialen MTX-
Aufnahmegeschwindigkeit und der natriumabhängigen MTX-Akkumulationsrate nach 
Einstellung des intrazellulären Transportgleichgewichts, eine Reduktion des MTX-Gehaltes 
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nach Einstellung des intrazellulären Transportgleichgewichts bei unveränderter initialer 
MTX-Aufnahmegeschwindigkeit zur Folge. Darüber hinaus konnte die PB-vermittelte 
Induktion der Mrp-Genexpression und damit der Mrp-Exportaktivität bislang nur in 
Anwesenheit hoher PB-Konzentrationen (200-700 µg/ml) nachgewiesen werden 
(KAUFFMANN u. SCHRENCK 1998, KIUCHI et al. 1998, COURTOIS et al. 2002). Zudem 
weist der unter physiologischen Bedingungen nur gering exprimierte hepatozelluläre 
MRP3/Mrp3 das stärkste Induktionspotential auf (KIUCHI et al. 1998, Xu et al. 2005).  
Weiterhin beobachteten GIESSMANN et al. (2004) eine Steigerung der humanen, enteralen 
MRP2-Genexpression sowie eine Zunahme an MDR1-mRNA nach chronischer 
Carbamazepinapplikation. Die Induktion der Genexpression beider Carrier führte nach oraler, 
nicht aber nach intravenöser Gabe, zu einer herabgesetzten Bioverfügbarkeit des ß1-
Adrenozeptorblockers Taninolol, während die Pharmakokinetik des Arzneimittels keine 
signifikanten Veränderungen aufwies. Diese Ergebnisse sind jedoch durch die fehlende 
Differenzierung der MRP2- bzw. MDR1-Aktivität sowie durch die mögliche kompetitive 
Hemmung des Pgp-bedingten Talinolol-Efflux durch das Antiepileptikum limitiert (WEISS et 
al. 2003). Darüber hinaus vermittelt Carbamazepin im Vergleich mit dem Prototyp der PXR-
Induktoren Rifampicin eine relativ schwache Induktion der MRP2-Genexpression (GEICK et 
al. 2001, LUO et al. 2002).  
Ferner kann eine Haloperidol-vermittelte Inhibtion der Mrp-bedingten FMTX-Elimination 
nicht ausgeschlossen werden, da die FMTX-Akkumulation sowohl in An- als auch in 
Abwesenheit extrazellulärer Natriumionen eine moderaten, wenn auch vornehmlich nicht 
signifikanten, Anstieg aufwies (s. Abb.13). ZHOU u. WU (2005) beschrieben die Reduktion 
der MRP-Genexpression in einer Doxorubicin-resistenten Zelllinie nach Vorbehandlung mit 
0,65 µg/ml Haloperidol über 72 h. Diese Konzentration liegt allerdings 10 bzw. 100fach über 
der des therapeutischen Plasmaspiegels bzw. dem in dieser Arbeit gewählten 
Konzentrationsbereich. Dies könnte eine Ursache für die fehlende statistische Signifikanz der 
zu beobachtenden gesteigerten FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Zellen nach Haloperidol-
Inkubation sein.  
KLOKOUZAS et al. (2003) konnten zeigen, dass die Vorbehandlung mit Clotrimazol (CTZ) 
eine verminderte, nach Meinung der Autoren, vornehmlich MRP4-vermittelte cGMP-
Aufnahme in Membranvesikel von humanen Erythrozyten zu Folge hatte. Der IC50-Wert, 
welcher die Konzentration angibt, bei der die Transporteraktivität um die Hälfte abgenommen 
hat, betrug jedoch ca. 24 µM und liegt somit 10-100fach über dem therapeutischen 
Plasmaspiegel für CTZ. Eine PB-artige Regulation wurde bisher für MRP1, MRP2/Mrp2, 
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MRP3/Mrp3 sowie den humanen und murinen MRP4 beschrieben (KIUCHI et al. 1998, 
SCHRENCK et al. 2001, CHERRINGTON et al. 2002, KAST et al. 2002, STAUDINGER et 
al. 2003, ASSEM et al. 2004, MAHER et al. 2005). Dagegen wiesen CHEN u. KLAASSEN 
(2004) nach, dass die Mrp4-Genexpression in Leber und Niere der Ratte nicht durch PB, den 
Prototyp der PB-artigen Induktoren, reguliert wird. Studien zur funktionellen Aktivität der 
Mrp-Transportproteine in HPCT-1E3-Zellen wiesen zudem auf eine im Vergleich mit Mrp1-3 
untergeordnete Rolle der Mrp4-Exportaktivität hin (HALWACHS et al. 2005; s. Anhang). 
Diese Beobachtungen bestätigen Ergebnisse einer in vitro-Studie zur MRP4-bedingten MTX-
Chemoresistenz (LEE et al. 2000). Die Autoren führten das in Relation zu Mrp1-3 schwache 
Mrp4-Resistenzpotential auf Unterschiede in der Substratselektivität in Verbindung mit der 
von Mrp1-3 abweichenden AS-Struktur zurück (LEE et al. 1998, BELINSKY u. KRUH 
1999).  
Anhand von in vivo- bzw. in vitro-Studien wurde die TCPOBOP-bedingte Regulation von 
Transportproteinen wie der murinen Mrp2-7 nachgewiesen (STAUDINGER et al. 2003, 
ASSEM et al. 2004, MAHER et al. 2005). Daten zur TCPOBOP-vermittelten Induktion der 
Mrp-Effluxtransporter der Ratte liegen in der Literatur bislang nicht vor. Aufgrund der 
homologen Struktur der CAR-Bindungsdomäne von Maus und Ratte (JONES et al. 2000) ist 
jedoch eine Beteiligung der Mrp-Transporter an der hier beobachteten TCPOBOP-
vermittelten Reduktion der MTX-/FMTX-Anreicherung möglich. 
Zusammenfassend scheint eine Beeinflussung der MTX/FMTX-Akkumulation durch eine 
gesteigerte Mrp-vermittelte MTX-Eliminationsrate nach Vorbehandlung mit den gewählten 
PB-artigen Induktoren bzw. TCPOBOP prinzipiell möglich. Es ist jedoch in Hinblick auf die 
in dieser Arbeit gewählten Versuchsbedingungen wenig wahrscheinlich, dass die Mrp-
Exportaktivität statistisch signifikante Veränderungen der intrazellulären MTX/FMTX-
Anreicherung in HPCT-1E3-Zellen zur Folge hat.  
 
Anhand einer Reihe von in vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass FMTX/MTX neben 
dem aktiven, sättigbaren Transportmechanismus ebenso mittels passiver Diffusion in die 
Zellen aufgenommen wird (HENDERSON et al. 1980, ASSARAF u. SCHIMKE 1987, 
NAGAKUBO et al. 2001, NOZAKI et al. 2004, BREEN et al. 2004). Letztere trägt bspw. mit 
ca. 20% zur renalen MTX-Aufnahme bei (NOZAKI et al. 2004) und nimmt mit steigender 
Substratkonzentration (> 20 µM) zu (BERGER et al. 1996). Im Rahmen der hier gewählten 
Versuchsbedingungen (s. 3.8.1.2) spielt der Anteil der passiven, hepatozellulären MTX-
Aufnahme höchstwahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle. 
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5.2 Beeinflussung der Rfc1-vermittelten FMTX- bzw. 3[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-
Zellen durch Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP 
 
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde zunächst der Einfluss von Phenobarbital auf den 
FMTX-Gehalt in HPCT-1E3-Zellen nach 30 min in Abhängigkeit von der Dauer der 
Vorbehandlung bestimmt, um den optimalen Inkubationszeitraum für die Regulationsstudien 
mit den jeweiligen Cytochrom P450-Induktoren zu ermitteln. Die Vorbehandlung mit PB über 
6, 12 bzw. 24 h führte zu einer leichten, nach 48 h zu einer signifikanten Reduktion der 
intrazellulären FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Zellen (s. Abb. 11). Anhand dieser 
Ergebnisse wurde für die nachfolgenden Regulationsstudien eine Inkubationsdauer von 48 h 
gewählt. Die Vorbehandlung mit Clotrimazol über 60 h erfolgte gemäß einer Studie von  
FAUCETTE et al. (2004), im Rahmen derer eine CTZ-vermittelte Induktion der CYP2B6-
Genexpression bzw. -Aktivität in primären humanen Hepatozyten nach 72 h beschrieben 
wurde. Eine Erhöhung der Induktorkonzentration bei gleichzeitiger Reduzierung der 
Inkubationsdauer auf 48 h war hinsichtlich der gewünschten klinischen Relevanz der 
vorliegenden Studien sowie aufgrund der relativ hohen Zytoxizität von CTZ (s. 4.1.3 und 
Abb. 9) nicht möglich.  
 
Phenobarbital und Carbamazepin 
 
HONSCHA et al. (2000) wiesen anhand einer in vivo-Studie nach, dass die Vorbehandlung 
von Ratten mit 100 mg/kg PB über 36 h zu einer signifikanten Reduktion der MTX-
Akkumulation in primären Hepatozyten führt. Die Autoren stellten in diesem Zusammenhang 
die Hypothese auf, dass diese Reduktion durch eine verminderte Rfc1-vermittelte Aufnahme 
des Zytostatikums bedingt sein könnte. Übereinstimmend konnte in der vorliegenden Arbeit 
gezeigt werden, dass die Vorbehandlung der HPCT-1E3-Zellen mit dem Antiepileptikum bei 
einer Dosis, welche dem therapeutischen Plasmaspiegel in der Humanmedizin bzw. dem 
10fachen dieser Konzentration entspricht (s. 3.5.3.1), eine hoch signifikante Reduktion der 
intrazellulären 3[H]-MTX-/FMTX-Anreicherung zur Folge hatte (s. Abb. 12 und Abb. 16). 
Diese Reduktion war, nach dem Verlauf der 3[H]-MTX-Aufnahmekurve (s. Abb. 16) sowie 
der FMTX-Akkumulation (s. Abb. 12) in An- oder Abwesenheit extrazellulärer Natriumionen 
zu folgern, durch eine verminderte Rfc1-vermittelte Aufnahme bedingt (s. 4.2.2, 4.3.1 und 
Tab. 4). Hierbei ist die Reduktion der Rfc1-Aktivität durch eine signifikante Abnahme der 
natriumabhängigen 3[H]-MTX-Aufnahmerate nach Einstellung des intrazellulären 
Transportgleichgewichts und insbesondere einer verminderten natriumabhängigen, initialen 
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MTX-Aufnahmegeschwindigkeit gekennzeichnet (s. Abb. 16). Dies gilt ebenso für die 
Inkubation mit dem PB-artigen Induktor CBZ (s. Abb. 12 und 16; Tab. 4). Ähnliche Befunde 
lieferten eine Reihe von in vivo- bzw. in vitro-Studien von RELLING et al. (2000), RIVA et 
al. (2000) sowie TOFFOLI et al. (2000), im Rahmen derer eine signifikante Abnahme der 
intrazellulären MTX-Akkumulationsrate nach Vorbehandlung mit den Antiepileptika PB bzw. 
CBZ nachgewiesen wurde.  
Die Reduktion der Rfc1-vermittelten FMTX-Aufnahme betrug nach PB-Vorbehandlung ca. 
50-60% bzw. nach Vorbehandlung mit CBZ ca. 10-15%. Eine Ursache für die moderate 
Regulation der Rfc1-Aktivität durch CBZ könnte die gewählte niedrige Arbeitskonzentration 
darstellen (s. 3.5.3.1), welche durch die geringe therapeutische Breite des Antiepileptikums 
bedingt ist (MEYER 1994). Übereinstimmend konnte in dieser Arbeit mittels WST-1-
Toxizitätsstudien gezeigt werden, dass die HPCT-1E3-Zellviabilität nach Vorbehandlung mit 
20 µg/ml CBZ über 48 h bereits weniger als 80% betrug (s. Abb. 7). Weiterhin vermittelt 
CBZ, neben CYP 2B, ebenso die Induktion einer Reihe anderer fremdstoffmetabolisierender 
Enzyme wie bspw. CYP 3A4 oder CYP 2C6 (PANESAR et al. 1996, TATEISHI et al. 1999, 
FAUCETTE et al. 2004). Dies könnte nach Vorbehandlung mit CBZ zu einer Kreuzreaktion 
verschiedener Kernrezeptor-vermittelter Regulationskaskaden führen und in Abhängigkeit der 
jeweiligen Kernrezeptorexpression und deren Affinität für das sog. „PBREM“, das in dieser 
Arbeit beobachtete moderate „PB-artige“ Induktionspotential des Antiepiletikums 
hervorrufen (TATEISHI et al. 1999, FAUCETTE et al. 2004). Dieses scheint weiterhin 
insbesondere durch die Induktor-Konzentration bedingt zu sein (KOCAREK et al. 1990). In 
Abhängigkeit der hier gewählten CBZ-Konzentration kann daher eine Beteiligung 
verschiedener, konkurrierender Regulationsmechanismen an der Regulation der Rfc1-
Aktivität nicht ausgeschlossen werden. 
ZHAO et al. (1997) stellten die Hypothese auf, dass es sich bei dem Importcarrier Rfc1 um 
einen sog. „Anionenaustauscher“ handelt, welcher den bidirektionalen Transport von 
organischen Anionen wie MTX vermittelt. Das in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene 
PB-bedingte Regulationsmuster der Rfc1-Aktivität steht jedoch nicht im Einklang mit dieser 
Hypothese. Wie anhand der Abb. 16-20 zu erkennen ist, hat die Vorbehandlung mit 
Induktoren vom PB-Typ durchgehend eine signifikante Abnahme der natriumabhängigen, 
initialen MTX-Aufnahmegeschwindigkeit und der natriumabhängigen MTX-
Akkumulationsrate nach Einstellung des intrazellulären Transportgleichgewichts zur Folge. 
Die PB-bedingte Abnahme der Rfc1-Aktivität bei vorhandenem bidirektionalen MTX-
Transport hätte zwar ebenso die Reduktion der initialen MTX-Aufnahmegeschwindigkeit, 
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nicht aber des intrazellulären MTX-Transportgleichgewichts als Konsequenz. Letzteres würde 




Um die Spezifität der PB-artigen Rfc1-Regulation in HPCT-1E3-Zellen zu überprüfen, 
erfolgte im Anschluss die Vorbehandlung mit Diazepam (s. 3.5.3.1). Das Antiepileptikum 
wird in der gleichen klinischen Indikation wie PB und CBZ eingesetzt, stellt jedoch in vitro 
keinen CYP 2B-Induktor dar (NIMS et al. 1997). Dementsprechend führte die Inkubation mit 
Diazepam zu keiner signifikanten Veränderung der natriumabhängigen, Rfc1-vermittelten 
3[H]-MTX-/FMTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen (s. Abb. 12 und 17). Nach 
Vorbehandlung der Hepatocytoma-Zellen mit 15 µg/ml Diazepam konnte jedoch nach 
Einstellung des intrazellulären MTX-Transportgleichgewichts sowohl in An- als auch in 
Abwesenheit extrazellulärer Natriumionen eine teilweise signifikante Abnahme des 3[H]-
MTX-Gehaltes verzeichnet werden. Diese Ergebnisse sind sehr wahrscheinlich auf eine 
Diazepam-bedingte Zytotoxizität zurückzuführen. Diese Hypothese wird anhand des hier für 
Diazepam ermittelten IC50-Wertes (s. 4.1.1) von 30 µg/ml bekräftigt (s. Abb. 7). 
Übereinstimmend wurde bei Mensch und Ratte eine Hepatotoxizität nach chronischer 
Diazepam-Applikation bereits bei Serumkonzentrationen von > 3 µg/ml beobachtet (SELIM 
u. KAPLOWITZ 1999, SECKIN et al. 2003, MEYER 1994). Zudem führt die Diazepam-
bedingte Zytotoxozität möglicherweise zu einer Schädigung der HPCT-1E3-Zellmembran, 
welche mit einer Störung der carrier-vermittelten MTX-Aufnahme einhergehen würde. 
Diazepam wird vornehmlich durch Cytochrom P450 3A und in nur geringerem Umfang 
ebenfalls durch Cytochrom P450 2D, 2C und 2B metabolisiert (CARLILE et al. 1997, 
REILLY et al. 1990, NEVILLE et al. 1993), stellt jedoch wie bereits erwähnt in vitro keinen 
CYP 2B-Induktor dar (NIMS et al. 1997). Insgesamt scheint daher eine Reduktion der MTX-
Aufnahme durch eine Diazepam-vermittelte Regulation der Rfc1-Aktivität unwahrscheinlich. 
 
 
Andere Induktoren vom PB-Typ und Kontrollen 
 
In den vorliegenden Untersuchungen wurde darüber hinaus der Frage nachgegangen, welche 
Auswirkungen andere Induktoren vom PB-Typ auf die funktionelle Aktivität des 
hepatozellulären Rfc1 haben. Hierzu wurden die Hepatocytoma-Zellen mit dem 
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Neuroleptikum Chlorpromazin (CPZ) sowie dem Antimykotikum Clotrimazol (CTZ) 
vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Die Inkubation mit beiden PB-artigen Induktoren (s. 2.3.1.1) führte 
wie die Vorbehandlung mit dem Prototyp PB zu einer signifikanten bis sehr stark 
signifikanten Reduktion der Rfc1-vermittelten 3[H]-MTX-/FMTX-Anreicherung in HPCT-
1E3-Zellen (s. Abb. 13 und 14 bzw. Abb. 18 und 19; Tab. 4). Der einheitliche Verlauf der 
MTX-Aufnahmekurve nach Vorbehandlung mit den jeweiligen Induktoren spricht für einen 
gleichartigen Mechanismus der Rfc1-Regulation nach PB-, CPZ- bzw. CTZ-Inkubation in 
HPCT-1E3-Zellen.  
Interessanterweise weist die durch Clotrimazol-vermittelte Induktion des Kernrezeptors CAR 
speziesspezifische Unterschiede auf. SUEYOSHI u. NEGISHI (2001) wiesen nach, dass 
Clotrimazol bei Nagern zur Gruppe der Induktoren vom PB-Typ gehört, welche für die 
indirekte Aktivierung von CAR bzw. des sog. „PBREM“ verantwortlich  sind. Dagegen 
konnten MOORE et al. (2002) zeigen, dass das Antimykotikum im Falle des humanen CAR1 
als inverser Agonist fungiert, welcher eine moderate Inhibition der CAR-Induktion vermittelt. 
Der humane CAR3, welcher eine annähernd hohe Genexpressionsrate wie die des CAR1 
aufweist und dessen Ligandenbindungsdomäne mit der des CAR1 identisch ist (AUERBACH 
et al. 2003, JINNO et al. 2004), wird jedoch durch Clotrimazol direkt aktiviert (AUERBACH 
et al. 2005). In der Folge kommt es in Analogie zur CAR1-Aktivierung zur 
Heterodimerbildung mit dem RXR-Rezeptor, der Bindung an das sog. „DR-4-Motif“ 
innerhalb der „PBREM“ und der nachfolgenden Induktion der CYP2B6-Genexpression. 
Weiterhin aktiviert das Antimykotikum neben dem CAR-Rezeptor ebenso den Kernrezeptor 
PXR (WANG et al. 2003b), welcher die CYP 3A-Induktion vermittelt (XU et al. 2005). Der 
PXR-Rezeptor weist allerdings im Vergleich mit CAR eine ca. 100fach geringere Affinität 
gegenüber CTZ auf (WANG et al. 2003b, FAUCETTE et al. 2004, AUERBACH et al. 2005). 
So liegt die von WANG et al. (2003b) gewählte CTZ-Konzentration (3,4 µg/ml) gemäß der 
hier durchgeführten WST1-Toxiziätsstudie (s. 4.1.3 und Abb. 9) bereits im stark 
zytotoxischen Bereich sowie 10 bzw. 100fach über dem therapeutischen Plasmaspiegel in der 
Humanmedizin bzw. der hier gewählten Induktorkonzentration (s. 3.5.3.1). Diese 
Beobachtungen sprechen insgesamt für eine PB-artige Regulation des Rfc1 nach CTZ-
Vorbehandlung in HPCT-1E3-Zellen. Eine Kreuzreaktion der verschiedenen Kernrezeptor-
vermittelten Regulationskaskaden kann dennoch, in Abhängigkeit der CAR- bzw. PXR-
Expression und deren Affinität für das sog. „PBREM“, nicht ausgeschlossen werden. 
Als Negativkontrolle diente nachfolgend die Inkubation mit Haloperidol bzw. Amphotericin 
B, welche in der gleichen klinischen Indikation wie Chlorpromazin bzw. Clotrimazol 
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eingesetzt werden. Beide Substanzen stellen jedoch keinen PB-artigen Induktoren dar (KUDO 
u. ISHIZAKI 1999, BEKERSKY et al. 2002). Die Inkubation mit 0,005 µg/ml Haloperidol 
führte zu einem signifikanten Anstieg der intrazellulären FMTX-Anreicherung in 
natriumhaltigen Tyrodepuffer (s. Abb. 13). BASTA-KAIM et al. (2002) sowie DWIVEDI u. 
PANDEY (1999) wiesen die Haloperidol-vermittelte Hemmung der PKCa-Genexpression 
und -Aktivität mittels einer in vitro-Studie bzw. in verschiedenen Hirnarealen der Ratte nach. 
Da im Verlauf dieser Arbeit die Beteiligung der PKC an der Reduktion der Rfc1-vermittelten 
MTX-Aufnahme nachgewiesen werden konnte (s. 4.6.1.2 und Abb. 24), kann eine Zunahme 
der Rfc1-Aktivität durch eine Haloperidol-bedingte PKC-Inhibition nicht ausgeschlossen 
werden. Aufgrund der hier gewählten 10-100fach niedrigeren Arzneistoffkonzentration sowie 
in Abhängigkeit der PKCa-Aktivität in HPCT-1E3-Zellen, scheint dieser Haloperidol-
bedingte Effekt auf die FMTX-Anreicherung allerdings von untergeordneter Bedeutung zu 
sein, zumal nach Vorbehandlung mit 0,05 µg/ml Haloperidol keine signifikant erhöhte 
FMTX-Akkumulation beobachtet wurde (s. Abb. 13).  
Die Inkubation mit Amphotericin B führte wie erwartet zu keiner signifikanten Reduktion der 
Rfc1-Aktivität in HPCT-1E3-Zellen (s. Abb. 14). Übereinstimmend konnte bislang ebenso 
wenig die Amphotericin B-vermittelte Regulation anderer Transportproteine wie bspw. der 
Multidrug Resistance Proteine der ATP-binding cassette (Abc)-Superfamilie nachgewiesen 




Die Induktion der Cytochrom P450 Genexpression durch TCPOBOP erfolgt im Gegensatz zu 
den  PB-artigen Induktoren, welche eine indirekte CAR-Aktivierung vermitteln, durch direkte 
Bindung des Herbizidbestandteils an den Kernrezeptor CAR (KENDE et al. 1985, TZAMELI 
et al. 2000, MOORE et al. 2002). Durch Vorbehandlung mit TCPOBOP ist es daher möglich, 
die Beteiligung der CAR-Signalkaskade an der Regulation der Rfc1-vermittelten 3[H]-MTX-
Aufnahme bzw. FMTX-Akkumulation in HPCT-1E3-Zellen zu untersuchen (s. 3.5.3.1, 
3.8.1.1 und 3.8.1.2).  
Die Inkubation mit dem direkten CAR-Agonisten führte in Übereinstimmung mit der Rfc1-
Regulation durch Induktoren vom PB-Typ zur einer signifikanten Reduktion der Rfc1-
vermittelten MTX-/FMTX-Anreicherung (s. Abb. 15 und 20; Tab. 4). Darüber hinaus konnte 
ebenfalls der für die PB-artige Regulation der Rfc1-Aktivität typische Verlauf der 3[H]-MTX-
Aufnahmekurve beobachtet werden (s. 4.3.4 und Abb. 20).  
Der von TZAMELI et al. (2000) für die Aktivierung des murinen CAR-Rezeptors ermittelte 
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ED50-Wert, der die Induktor-Konzentration angibt, welche die halbmaximale Induktion des 
jeweiligen regulierten Gens vermittelt, betrug ca. 8 ng/ml und liegt damit im Bereich der in 
der vorliegenden Arbeit gewählten TCPOBOP-Konzentration (s. 3.5.3.1).  
TCPOBOP wurde in bisherigen Publikationen als ein spezifischer Agonist des murinen, nicht 
aber des humanen CAR beschrieben (MOORE et al. 2000, TZAMELI et al. 2000). 
Übereinstimmend konnte anhand von in vivo- bzw. in vitro-Studien bislang nur die 
TCPOBOP-vermittelte Regulation von murinen Transportproteinen wie des Oatp1a1, 
Oatp1a4, Oatp2b1, Mrp2, Mrp3, Mrp4, Mrp5, Mrp6 und Mrp7 (STAUDINGER et al. 2003, 
ASSEM et al. 2004, CHENG et al. 2005, MAHER et al. 2005) nachgewiesen werden. 
SUEYOSHI et al. (1999) stellten die Hypothese auf, dass die Aktivierung des murinen CAR 
durch Bindung und gleichzeitige Verdrängung von Steroidderivaten, welche an den 
Kernrezeptor binden und diesen inhibieren (FORMAN et al. 1998), erfolgt. Eine detaillierte 
Charakterisierung hinsichtlich des Bindungsvermögens von TCPOBOP an den CAR-Rezeptor 
der Ratte liegt in der Literatur bisher nicht vor. Anhand der Befunde dieser und einer 
Regulationsstudie von NIMS et al. (1993) zur TCPOBOP-vermittelten Induktion der CYP2B 
Genexpression in Rattenhepatozyten sowie aufgrund der homologen Struktur der CAR-
Bindungsdomäne von Maus und Ratte ist jedoch eine ligandenabhängige, TCPOBOP-
vermittelte Regulation von CYP 2B bzw. des Rfc1 in HPCT-1E3-Zellen sehr wahrscheinlich.  
 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Rfc1-vermittelte 
Aufnahme von 3[H]-Methotrexat durch Induktoren vom PB-Typ, wahrscheinlich unter 
Beteiligung des Kernrezeptors CAR, reguliert wird. Hierbei hatte die jeweils höhere 
Induktorkonzentration nur teilweise eine signifikant stärkere Reduktion der Rfc1-vermittelten 
MTX-Aufnahme zur Folge (s. Abb. 16-20). Diese Befunde könnten durch die, im Vergleich 
mit einer Reihe anderer Studien zur Regulation von Transportproteinen sowie 
fremdstoffmetabolisierenden Enzymen (SUEYOSHI et al. 1999, TOFFOLI et al. 2000, 
COURTOIS et al. 2002, KAST et al. 2002, WANG et al. 2003b), relativ geringen 
Induktorkonzentrationen bedingt sein.  Da die Rfc1-Regulation in HPCT-1E3-Zellen ein 
Modell darstellen soll, welches den in vivo-Verhältnissen nahe steht, wurden in dieser Arbeit 
Konzentrationen der jeweiligen Induktoren bzw. Kontrollen gewählt, welche denen des 
therapeutischen Plasmaspiegels in der Humanmedizin (MEYER 1994) bzw. dem 10fachen, 
im Falle von CBZ dem 3fachen dieser Konzentrationen entsprechen (s. 3.5.3.1).  
Weiterhin könnten geringe CAR-Genexpressionslevel in HPCT-1E3-Zellen das 
Regulationspotential der PB-artigen Induktoren limitieren. So wiesen eine Reihe von 
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Arbeitsgruppen nach, dass männliche Ratten hohe, weibliche Tiere dagegen nur eine sehr 
geringe CAR-Expressionrate ausweisen (YOSHINARI et al. 2001, XIONG et al. 2002, 
CHERRINGTON et al. 2003). Letztere ging mit einer deutlichen Verschlechterung der PB-
bedingten Induktion von CYP 2B einher. Die primären Rattenhepatozyten, welche für die 
Generierung der HPCT-1E3-Zellen verwendet wurden, stammen zwar von männlichen Wistar 
Kyoto Ratten (FÖLLMANN et al. 1989a, 1989b), die HPCT-1E3-Zellkultur erfolgte jedoch 
ohne Ergänzung von männlichen Sexualhormonen (s. 3.5.1). Es ist daher wahrscheinlich, dass 
HPCT-1E3-Zellen in Kultur eine relativ geringe CAR-Expressionrate aufweisen bzw. diese 
durch Zusatz von Testosteron stimuliert werden könnte. Diese Hypothese steht im Einklang 
mit der im Rahmen von Vorarbeiten beobachteten geringen Expression des Transportproteins 
Oat3 in HPCT-1E3-Zellen (HALWACHS et al. 2005; s. Anhang) sowie in isolierten 
Hepatozyten weiblicher Ratten (KOBAYASHI et al. 2002).  
 
 
5.3 Mechanismus der Regulation der Rfc1-Aktivität in HPCT-1E3-Zellen durch Cytochrom 
P450-Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP 
 
5.3.1 Regulation der Rfc1-Genexpression  
 
Anhand einer Reihe von Studien zur transkriptionellen Regulation von 
Arzneistoffwechselwegen konnte übereinstimmend gezeigt werden, dass Transportproteine 
wie bspw. MRP2/Mrp2 in Abstimmung mit fremdstoffmetabolisierenden Enzymen durch 
Kernrezeptoren wie dem „Constitutive Androstane Receptor (CAR)“ reguliert werden (XU et 
al. 2005, s. auch 2.3.2.1). In diesem Zusammenhang konnten ASSEM et al. (2004) anhand 
einer in vitro-Studie an HepG2-Zellen bzw. humanen Hepatozyten sowie durch in vivo-
Studien an Mäusen zeigen, dass die Vorbehandlung mit den Cytochrom P450-Induktoren 
Phenobarbital und TCPOBOP (s. 2.3.1.1) zu einer koordinierten CAR-vermittelten 
Regulation der Cyp2b10-, Sult2a1- sowie der Mrp4-Genexpression führte. In der Literatur 
gibt es jedoch bislang keine Hinweise auf eine Kernrezeptor-vermittelte Regulation des Rfc1.  
Um den Einfluss von PB und dem CAR-Agonisten TCPOBOP auf die Rfc1-Genexpression 
zu ermitteln, wurden die HPCT-1E3-Zellen mit 100 µg/ml PB bzw. 1 ng/ml TCPOBOP über 
12, 24 und 48 h vorbehandelt und die Menge an Rfc1-mRNA mittels quantitativer RT-PCR 
bestimmt (s. 3.7.2.3). Anschließend wurde die Rfc1-Genexpression in Relation zur 
Expression des Referenzgenes b-Actin berechnet (s. 3.7.2.4). Die Expression des rfc1-Gens 
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wies im Vergleich zu unbehandelten HPCT-1E3-Zellen sowohl nach Vorbehandlung mit PB 
als auch mit TCPOBOP über die verschiedenen Zeiträume keine signifikante Veränderung 
auf (s. Abb. 22).  
Diese Befunde stehen in Einklang mit Ergebnissen einer Reportergenexpressionsstudie an 
MDCK-, HPCT-1E3- sowie an COS-Zellen, welche mit dem Plasmid pPMTX-SEAP 
transfiziert wurden (persönliche Mitteilung, Dr. Carsten Kneuer, Leipzig, 6. September 2005). 
Das Plasmid umfasst den Rfc1-Promotorbereich mit Exon 1a, Intron 1a sowie Exon 1b, 
welcher u.a. das durch PB regulierbare Genelement „Barbie Box“ (s. 2.3.1.1) des 
hepatozellulären Rfc1 umfasst. Die Promotoraktivität wurde als die Aktivität der 
sekretorischen alkalischen Phosphatase (SEAP) im Überstand bestimmt. Die Vorbehandlung 
der jeweiligen Zelllinie für 6 h mit dem Prototyp der PB-artigen Induktoren Phenobarbital (30 
und 100 µg/ml) bzw. der Negativkontrolle Diazepam (15 µg/ml) führte, in Relation zur 
Kontrolle, zu keiner signifikant veränderten Rfc1-Promotoraktivität. Die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit stimmen ferner mit einer in vitro-Studie von TOFFOLI et al. (2000) 
überein. Die Autoren konnten zeigen, dass es nach chronischer Carbamazepinapplikation (50 
bzw. 100 µg/ml über 2 Monate) zu einer Reduktion der Rfc-vermittelten MTX-Aufnahme (1 
µM) in „Human ovarian carcinoma cells (SKOV-3)“ kam, welche jedoch nicht mit einer 
verminderten Rfc-Genexpression einherging.  
Darüber hinaus wiesen PINKUS et al. (1993) die Phosphorylierung und die nachfolgend 
erhöhte DNA-Bindungsaktivität des Transkriptionsfaktors AP1 in der GSTa-Promotorregion 
nach PB-Inkubation nach. AP1-Bindungsstellen wurden zwar sowohl in der Promotorregion 
der CYP 2B-Gene als auch der Gensequenz des RFC1-/Rfc1 ermittelt (SUEYOSHI u. 
NEGISHI 2001; s. 2.2.2), eine AP1-vermittelte Induktion der Rfc1-Genexpression ist 
allerdings aufgrund der nicht signifikant veränderten mRNA-Menge nach PB- bzw. 
TCPOBOP-Inkubation unwahrscheinlich (s. Abb. 22).  
Der Cytochrom P450-Induktor PB ist ebenfalls für die Phosphorylierung und Aktivierung des 
Transkriptionsfaktor NF-?B verantwortlich (MEJDOUBI et al. 1999). Dieser bindet 
nachfolgend an die „Barbie Box“ und vermittelt die PB-bedingte Induktion der a-1-
Glykoprotein-Genexpression in Rattenhepatozyten. Die „Barbie Box“ wurde in der 
Promotorregion des Rfc1 der Ratte (HONSCHA et al. 2000), nicht aber in der Gensequenz 
des humanen bzw. murinen RFC1/Rfc1 nachgewiesen (s. 2.2.2).  
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen darauf hin, dass 
die Reduktion der Rfc1-bedingten MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen nach 
Vorbehandlung mit PB-artigen Induktoren bzw. TCPOBOP nicht durch eine verminderte 
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Rfc1-Genexpression bedingt ist, zumal das Genregulationselement „PBREM“ (s. 2.3.1.1) 
bisher nicht in der RFC1-/Rfc1-Promotorregion der Ratte nachgewiesen werden konnte 
(HONSCHA et al. 2000, MATHERLY u. GOLDMAN 2003). Daher sollte im Rahmen der 
nachfolgenden Untersuchungen geklärt werden, ob die reduzierte Rfc1-Aktivität auf einer 
Regulation der Rfc1-Proteinmenge beruht. 
 
 
5.3.2 Regulation der Rfc1-Proteinmenge 
 
Die Proteinbiosynthese wird nicht nur auf Ebene der Transkription, sondern ebenfalls im 
Rahmen der Translation reguliert. Letztere kann sowohl durch chemische als auch durch 
nutritive Stimuli aktiviert bzw. inhibiert werden, welche die Induktion spezifischer 
Translationsfaktoren zur Folge haben (DEVER 2002). In diesem Zusammenhang konnten 
bspw. JOHNSON et al. (2002) mittels einer in vivo-Studie an Ratten zeigen, dass die 
Vorbehandlung mit PB zu einer signifikanten Steigerung der Mrp2-Proteinmenge und damit 
der Mrp2-Exportaktivität, nicht aber zu einer gesteigerten Mrp2-Genexpression führte. Diese 
Beobachtungen stehen in Einklang mit Daten einer Reihe anderer Untersuchungen zur 
posttranskriptionellen Regulation von Mrp2 in vivo (TRAUNER et al. 1997, GOTOH et al. 
2000, PAULUSMA et al. 2000).  
Darüber hinaus ist eine Regulation der Rfc1-Proteinmenge im Rahmen der sog. 
„Ubiquitinylierung“ möglich. Das Protein Ubiquitin vermittelt durch Bindung an das 
jeweilige Substratmolekül dessen Abbau in Proteasomen oder die Modulation dessen 
subzellulärer Verteilung bzw. funktioneller Eigenschaften (BIEL et al. 2004). Eine derartige 
posttranslationale Modifikation des Rfc1-Transportproteins wurde jedoch in der Literatur 
bislang nicht beschrieben. 
Um den Einfluss der Induktoren vom PB-Typ auf die Rfc1-Proteinmenge zu untersuchen, 
wurden die HPCT-1E3-Zellen mit PB bzw. dem direkten CAR-Agonisten TCPOBOP über 
12, 24 und 48 h vorbehandelt (s. 3.5.3.1). Als Negativkontrolle diente wiederum die 
Inkubation mit dem Antiepileptikum Diazepam (NIMS et al. 1997). Anschließend erfolgte die 
Bestimmung der Rfc1-Proteinmenge mittels eines semiquantitativen immunzytochemischen 
Nachweisverfahrens (s. 3.6.3). Die Vorbehandlung mit PB, TCPOBOP sowie 1,5 µg/ml 
Diazepam über die verschiedenen Zeiträume führte zu keiner signifikanten Veränderung der 
Rfc1-Proteinmenge (s. Abb. 23). Dagegen war nach Inkubation der HPCT-1E3-Zellen mit 15 
µg/ml Diazepam über 48 h, nicht aber nach 12 bzw. 24 h, eine Abnahme dieser um ca. 25% 
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zu verzeichnen, welche jedoch im Vergleich mit unbehandelten HPCT-1E3-Zellen keine 
statistische Signifikanz erreichte. Diese Reduktion der Rfc1-Proteinmenge ist sehr 
wahrscheinlich auf die bereits in 5.2 diskutierte Diazepam-bedingte Zytotoxizität 
zurückzuführen und beruht nicht auf einer Diazepam-vermittelten Regulation der Rfc1-
Proteinbiosynthese. 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der Rfc1-vermittelten 
MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen nach Inkubation mit Induktoren vom PB-Typ bzw. 
TCPOBOP nicht durch eine transkriptionelle Regulation des Transportproteins oder durch 
eine Abnahme der Rfc1-Proteinmenge bedingt ist. Ähnliche Beobachtungen wurden im 
Rahmen einer Studie zur Regulation der Glukoneogenese in Rattenhepatozyten beschrieben 
(CHAUVIN et al. 1996). Die Autoren wiesen nach, dass die Vorbehandlung mit PB zu einer 
signifikanten Reduktion der Phosphoenolpyruvatkinase-Aktivität führte, welche jedoch nicht 
mit einer reduzierten mRNA- bzw. Proteinmenge des Enzyms einherging. Nachfolgende 
Untersuchungen wiesen auf eine Veränderung der Proteinstruktur und damit einer 
herabgesetzten Substrataffinität der Pyruvatkinase nach PB-Vorbehandlung hin. 
Möglicherweise handelt es sich um einen indirekten posttranslationalen 
Regulationsmechanimus des Rfc1-Transportproteins durch Änderung des intrazellulären 
Phosphorylierungsstatus nach Aktivierung der CAR-Signalkaskade (SUEYOSHI u. NEGISHI 
2001). Ziel der nachfolgenden Studien war es daher, die mögliche Regulation der Rfc1-
Aktivität in HPCT-1E3-Zellen durch Modulatoren der Phosphorylierung zu untersuchen. 
 
 
5.3.3 Regulation der Rfc1-Aktivität in HPCT-1E3-Zellen durch Modulatoren der 
Phosphorylierung 
 
Neben der Regulation der Genexpression (s. 2.3.2.1) stellt die schnelle und kurzfristige 
posttranslationale Phosphorylierung einen weiteren wichtigen Regulationsmechanismus von 
Transportproteinen dar (KRAUSS 2003; s. 2.3.2.2). Hierbei spielen bspw. die Proteinkinase C 
(PKC) sowie die Proteinkinase A (PKA) eine wichtige Rolle, welche die funktionelle 
Aktivität zahlreicher Proteine durch eine Phosphorylierung der Aminosäurereste 
Serin/Threonin bzw. Tyrosin regulieren (LIU u. HECKMAN 1998, KRAUSS 2003).  
Als Beurteilungskriterium für die Rfc1-Aktivität, welche wie in 4.3 beschrieben berechnet 
wurde, diente wiederum der Anteil der natriumabhängigen Akkumulation von Methotrexat 
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nach Einstellung des intrazellulären Transportgleichgewichts sowie insbesondere die 
Transportgeschwindigkeit während der initialen Aufnahmephase (s. 4.3 und 5.1). Weiterhin 
wurde im Falle der in 4.6.2 aufgeführten Untersuchungen die Rfc1-vermittelte MTX-
Aufnahmerate (Vinflux) in HPCT-1E3-Zellen bestimmt (s. 3.8.1.2), welche sich i.d.R. direkt 
proportional zur Anzahl funktionell aktiver Rfc1-Transporter verhält. 
 
Zunächst wurde der Einfluss des PKC-Induktors PMA (NISHIZUKA 1992) bzw. des Protein 
Phosphatase 1/2A-Inhibitors Okadainsäure (OA; COHEN et al. 1990) auf die Rfc1-
vermittelte MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen untersucht (s. 3.8.1.2). Die Vorbehandlung 
der Hepatocytoma-Zellen mit PMA bzw. OA (s. 3.5.3.2 und Tab. 2) führte im Vergleich mit 
einer unbehandelten Kontrolle zur Reduktion der Rfc1-Aktivität um 75 bzw. 65% (s. Abb. 
24). Die OA-vermittelte Abnahme der Rfc1-Aktivität liegt hierbei im gleichen Bereich wie 
die von MUKHOPADHYAY et al. (1998) im Rahmen einer Ntcp-Regulationsstudie an 
Rattenhepatozyten ermittelten Werte. Weiterhin hatten beide Substanzen wie erwartet einen 
synergistischen Effekt auf die Rfc-vermittelte MTX-Aufnahme (s. Abb. 24). Ferner stimmte 
der Verlauf der MTX-Aufnahmekurve in natriumhaltigen Tyrodepuffer nach PMA- bzw. OA-
Inkubation mit dem nach Vorbehandlung mit PB-artigen Induktoren bzw. TCPOBOP 
charakteristischen Kurvenverlauf überein. Dagegen wies die natriumunabhängige, Oat2-
bedingte MTX-Aufnahme, nach Vorbehandlung mit den jeweiligen Modulatoren, keine 
signifikanten Veränderungen auf. Übereinstimmend wurde in der Literatur bislang einzig die 
PKC-vermittelte Regulation von OAT1/Oat1 sowie von Oat3 der Ratte bzw. die OA-
vermittelte Regulation des murinen Oat1 beschrieben (UWAI et al. 1998, TAKEDA et al. 
2000, YOU et al. 2000).  
 
Um die Beteiligung der Proteinkinase C an der Reduktion der Rfc1-Aufnahmeaktivität 
eindeutig nachzuweisen, wurden die HPCT-1E3-Zellen nachfolgend mit dem PKC-Induktor 
PMA und/oder dem spezifischen PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid (BIM; DAVIS et al. 
1992) vorbehandelt (s. 3.5.3.2 und Tab. 2) und anschließend die MTX-Aufnahme in An- bzw. 
Abwesenheit von extrazellulären Natriumionen bestimmt (s. 3.8.1.2). Die Vorbehandlung mit 
PMA hatte wiederum die fast vollständige Reduktion der natriumabhängigen, Rfc1-
vermittelten (s. Abb. 24), nicht aber der natriumunabhängigen, MTX-Aufnahme zur Folge. 
Die zeitgleiche Inkubation mit BIM führte zu einer Aufhebung der PMA-vermittelten 
Abnahme der Rfc1-Aktivität zu ca. 50-70%, während die alleinige Vorbehandlung mit dem 
spezifischen Inhibitor keinen Einfluss auf die Rfc1-bedingte Aufnahme des Folatantagonisten 
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hatte. Der fehlende regulatorische Effekt bei alleiniger Inkubation mit dem PKC-Inhibitor 
bestätigt Befunde von SAID et al. (1997). Die Autoren zeigten auf, dass der durch DIDS 
hemmbare Anteil der Rfc-bedingten Folataufnahme (9,2 nM) in IEC-6-Zellen bei pH 5,5 nach 
Vorbehandlung mit dem PKC-Inhibitor Staurosporin (0,1-100 µM) bzw. dem PKA-Inhibitor 
H-89 (100 µM) nicht beeinflusst wurde. DIDS vermittelt die relativ unspezifische Inhibition 
des Transportes von Anionen (SAITO et al. 1996). 
Insgesamt sprechen die vorliegenden Ergebnisse für eine PKC- bzw. PPA 1/2A-vermittelte 
posttranslationale Regulation der Rfc1-Aktivität, nicht aber für eine Veränderung der Mrp- 
sowie Oat2-bedingten MTX-Transportrate in HPCT-1E3-Zellen (s. 4.6.1.2). ROELOFSEN et 
al. (1991) zeigten auf, dass die Vorbehandlung von Rattenhepatozyten mit 1µg/ml PMA zu 
einer Steigerung der Mrp2-Exportaktivität um ca. 50% führte, welche durch den PK-Inhibitor 
Staurosporin gehemmt wurde. Die Aussagekraft dieser Regulationsstudie ist allerdings auf 
Grund der relativ hohen Inhibitorkonzentration (10 µM) limitiert (VEGESNA et al. 1988, 
DEWALD et al. 1989), da Staurosporin konzentrationsabhängig neben der PKC ebenfalls 
eine Reihe anderer Serin-/Threonin-Kinasen inhibiert (GORDGE u. RYVES 1994, OMURA 
et al. 1995, LITTLEPAGE et al. 2002).   
 
Im Gegensatz zu der Vorbehandlung mit PMA bzw. OA hatte die nachfolgende Inkubation 
der HPCT-1E3-Zellen mit dem PKA-Induktor cAMP (TAYLOR et al. 1990) in An- oder 
Abwesenheit des spezifischen PKA-Inhibitors H-89 (CHIJIWA et al. 1990; s. 3.5.3.2 und 
Tab. 2) keine signifikante Veränderung der natriumabhängigen, Rfc1-vermittelten sowie der 
natriumunabhängigen, Oat2-bedingten 3[H]-MTX-Aufnahme zur Folge (s. 3.8.1.2 und Abb. 
25). Übereinstimmend zeigten  HALPIN u. RENFRO (1996), TAKANO et al. (1996) bzw. 
LU et al. (1999) auf, dass die Vorbehandlung mit PKA-Induktoren bzw. -Inhibitoren keine 
Veränderung der Aufnahme organischer Anionen wie bspw. den Transport von PAH in 
Nierenepithelzellen zur Folge hatte. 
 
Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit für eine PKC- nicht aber 
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5.3.4 Beteiligung der PKC an der Regulation der Rfc1-Aktivität in HPCT-1E3-Zellen durch 
Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP 
 
Der einheitliche Verlauf der MTX-Aufnahmekurve nach Vorbehandlung mit den jeweiligen 
PB-artigen Induktoren, TCPOBOP bzw. PMA spricht für einen analogen 
Regulationsmechanismus der Rfc1-Aktivität nach Inkubation mit Cytochrom P450-
Induktoren bzw. mit PKC-Induktoren in HPCT-1E3-Zellen.  
Aus diesem Grunde wurde im Rahmen nachfolgender Studien untersucht, ob die PKC an der 
Regulation der Rfc1-vermittelten 3[H]-MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen durch 
Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ und TCPOBOP beteiligt ist. Hierzu wurden die 
Hepatocytoma-Zellen mit PB bzw. TCPOBOP über 48 h und dem spezifischen PKC-Inhibitor 
BIM über 2 h in der Kombination Phenobarbital bzw. TCPOBOP ± BIM vorbehandelt (s. 
3.5.3.2 und Tab. 2) und nachfolgend die Rfc1-vermittelte MTX-Aufnahme bestimmt (s. 
3.8.1.2 und 4.3). In Übereinstimmung mit in dieser Arbeit vorangegangenen Untersuchungen 
(s. Abb. 16 und 20) führte die Inkubation mit PB bzw. TCPOBOP zu einer stark signifikanten 
Abnahme der Rfc1-Aufnahmeaktivität (s. Abb. 26), welche durch den spezifischen PKC-
Inhibitor BIM zu 70 bzw. 90% aufgehoben wurde. Dagegen hatte die alleinige 
Vorbehandlung mit BIM, in Relation zur unbehandelten Kontrolle, keine signifikant 
unterschiedliche Rfc1-vermittelte MTX-Aufnahme zur Folge. Übereinstimmende Befunde 
wurden ebenso für die natriumabhängige, Rfc1-vermittelte MTX-Aufnahmerate (Vinflux) 
gewonnen (s. Tab. 5), welche sich in der gewählten Substratkonzentration i.d.R. proportional 
zur Anzahl der funktionell aktiven Rfc1-Transporter in der HPCT-1E3-Zellmembran verhält.  
 
Anhand der Ergebnisse dieser Studien lässt sich daher insgesamt schlussfolgern, dass die 
Rfc1-Aktivität in HPCT-1E3-Zellen durch Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ unter 
Beteiligung der PKC reguliert wird. Dieser Regulationsmechanismus beruht wahrscheinlich 
auf einer variierenden Anzahl funktionell aktiver Rfc1-Transporter in der HPCT-1E3-
Zellmembran. So könnte eine Änderung des Rfc1-Phosphorylierungsstatus nach PB-
Vorbehandlung zu der hier beobachteten Reduktion der Rfc1-vermittelten MTX-Aufnahme in 
HPCT-1E3-Zellen führen, zumal der Rfc1 auf Proteinebene zwei mögliche 
Phosphorylierungsstellen aufweist (HONSCHA et al. 2000; s. Abb. 2).  
Die PB-bedingte Aktivierung der CAR-Signalkaskade geht mit einer Reihe von 
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsschritten einher (SUEYOSHI u. NEGISHI 
2001), welche eine Verschiebung des intrazellulären Kinase-/Phosphatase-Gleichgewichts 
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und auf diese Weise eine gesteigerte PKC-vermittelte Phosphorylierung und Deaktivierung 
des Rfc1-Transportproteins zur Folge haben könnte. Diese Hypothese wird durch die hier 
beobachtete Abnahme der Rfc1-Aktivität nach Inkubation mit dem spezifischen Protein 
Phosphatase 1/2A-Inhibitor Okadainsäure bestätigt, da die Hemmung der PPA 1/2A indirekt 
ebenso zu einer vermehrten Phosphorylierung und Deaktivierung des Rfc1-Transportproteins 
führen würde (s. Abb. 24). Zudem lieferte eine Studie von CHAUVIN et al. (1996) zur PB-
bedingten Regulation der Phosphoenolpyruvatkinase-Aktivität ähnliche Befunde (s. 5.3.2).  
Im Gegensatz zu den Induktoren vom PB-Typ führte die PMA-vermittelte PKC-Induktion 
bereits nach einer Vorbehandlung über 2 h zu einer signifikanten Reduktion der Rfc1-
Aktivität in HPCT-1E3-Zellen. Es handelt sich hierbei um einen direkten posttranslationalen 
Regulationsmechanismus, während nach PB-Vorbehandlung höchstwahrscheinlich eine 
indirekte, mehrere Schritte umfassende, posttranslationale Rfc1-Regulation vorliegt. Dies ist 
möglicherweise eine Begründung für die im Vergleich zur PMA-Vorbehandlung lange 
Inkubationsdauer (s. 3.5.3.2), welche zu der beobachtenden PKC-vermittelten Regulation der 





Die PKC stellt eine Familie von Isoenzymen dar, welche nahezu ubiquitär exprimiert und 
durch verschiedenste endogene und exogene Faktoren reguliert wird (LIU u. HECKMAN 
1998), wobei jedoch einzig für PKC a, PKC ßII sowie PKC e eine PMA-vermittelte Induktion 
der Enzymaktivität in Rattenhepatozyten nachgewiesen wurde (CROQUET et al. 1996).  
Die Ergebnisse der vorliegenden Studien sprechen insgesamt für eine niedrige PKC- bzw. 
eine hohe basale PPA 1-/2A-Aktivität in HPCT-1E3-Zellen, da die alleinige Vorbehandlung 
mit dem spezifischen  PKC-Inhibitor BIM im Gegensatz zur Inkubation mit dem PPA 1/2A-
Inhibitor OA zu keiner Veränderung der Rfc1-Aktivität führte. In nachfolgenden Studien 
sollte der basale Phosphorylierungsstatus des Rfc1 geprüft und zudem untersucht werden, ob 
das Transportprotein nach Vorbehandlung mit PKC- sowie PB-artigen Induktoren vermehrt 
phosphoryliert vorliegt. 
In Übereinstimmung mit den Befunden dieser Arbeit korreliert die Ausbildung des sog. 
„MDR-Phänotyps“ in zahlreichen Tumorzelllinien direkt mit der PKC-Expressionsrate bzw. 
der PKC-Aktivität (AHMAD u. GLAZER 1993, BECK et al. 1996, GILL et al. 2001, 
GANESHAGURU et al. 2002). BECK et al. (1996) wiesen bspw. nach, dass in AML-Zellen 
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die Menge an PKC-mRNA direkt mit einer gesteigerten MDR1- und MRP-Expressionsrate 
einherging. Ferner wurde ebenso die direkte PKC-vermittelte Phosphorylierung und 
nachfolgende Induktion des Effluxtransporters P-gp in CLL-Zellen beschrieben 
(GANESHAGURU et al. 2002). In klinischen Studien werden daher seit einigen Jahren 
selektive PKC-Inhibitoren wie bspw. Midostaurin (PKC412) in Kombination mit Zytostatika 
zur Behandlung neoplastischer Erkrankungen wie lymphatischer Leukämien und Non-
Hodgkin-Lymphomen getestet (PROPPER et al. 2001, VIRCHIS et al. 2002, HEIDEL et al. 
2005). Im Rahmen nachfolgender Regulationsstudien sollte deshalb untersucht werden, ob die 
hier beobachtete PB-bedingte und PKC-vermittelte MTX-Resistenz durch Reduktion der 
Rfc1-Aufnahmeaktivität, neben dem spezifischen PKC-Inhibitor BIM, ebenfalls durch 
Midostaurin umkehrbar ist.  
Zahlreiche in vitro- bzw. in vivo-Studien haben ferner belegt, dass die PKC die schnelle und 
kurzfristige posttranslationale Regulation von Transportprozessen durch verschiedene 
Mechanismen vermittelt (TERLOUW et al. 2003). Da der Rfc1 zwei mögliche PK-
Bindungsstellen aufweist (s. Abb. 2), ist die posttranslationale Regulation durch eine direkte 
PKC-vermittelte Phosphorylierung des Proteins denkbar. Diese phosphorylierungsbedingte 
Änderung der Rfc1-Proteinstruktur könnte zu einer herabgesetzten Substrataffinität ohne 
veränderte subzelluläre Lokalisation (CONRADT u. STOFFEL 1997) oder einer 
Internalisierung und nachfolgender Reduktion der Rfc1-vermittelten MTX-Aufnahme durch 
eine verminderte Transportproteindichte in der HPCT-1E3-Zellmembran führen (VAUGHAN 
et al. 1997).  
WOLFF et al. (2003) konnten zeigen, dass die PKC-bedingte Reduktion der OAT1-
vermittelten PAH-Aufnahme von einer Internalisierung des Transportproteins ohne direkte 
Carrier-Phosphorylierung herrührte. Dies gilt ebenso für die posttranslationale Regulation 
anderer Transportproteine wie GAT1, NADC-1 oder NaPi-II (COREY et al. 1994, HAYES et 
al. 1995, PAJOR et al. 1999). Die Reduktion der Rfc1-Aktivität könnte daher zusätzlich auf 
einer PKC-vermittelten Carrier-Internalisierung beruhen, da im Rahmen der vorliegenden 
Untersuchungen nach Vorbehandlung mit PB bzw. TCPOBOP die Rfc1-
Gesamtproteinmenge, nicht aber die Transportproteindichte in der HPCT-1E3-Zellmembran, 
bestimmt wurde (s. 3.6.3). MARCHANT et al. (2002) wiesen nach, dass der humane RFC1 
Mikrotubuli-abhängig in der Zelle transportiert wird und innerhalb von 48 h nach 
Transfektion nahezu vollständig in die Plasmamembran eingebaut wird. Hinsichtlich der 
Regulation der subzellulären RFC1-Lokalisation liegen bislang jedoch keine Daten vor.  
Weiterhin könnte ebenso der Phosphorylierungsstatus von sog. “Ankerproteinen“, welche für 
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die korrekte Membranlokalisation von Transportproteinen wie bspw. dem Na+/H+-
Austauscher NHE1 verantwortlich sind (DENKER et al. 2000), eine wichtige Rolle spielen. 
Die PKC vermittelt die direkte Phosphorylierung und Aktivierung der ERM-
Ankerproteinfamilie, welche NHE1 durch Interaktion mit dem Zytoskelettbestandteil F-Aktin 
in der Plasmamembran stabilisiert (JENSEN u. LARSSON  2004, BAUMGARTNER et al. 
2004). Übereinstimmend führt die Vorbehandlung mit dem PKC-Induktor PMA ebenfalls zu 
einer direkten Induktion der NHE1-Aktivität (MOOLENAAR et al. 1984). Im Hinblick auf 
die in dieser Arbeit nachgewiesene PKC-vermittelte Reduktion der Rfc1-Aktivität wäre ein 
entgegengesetzter Regulationsmechanismus denkbar. Dementsprechende Hinweise liegen in 
der Literatur jedoch bislang nicht vor. 
Im Rahmen nachfolgender Untersuchungen ist daher zu klären, ob die in dieser Arbeit 
beobachtete verminderte Rfc1-vermittelte MTX-Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen nach 
Vorbehandlung mit PB-artigen Induktoren mit einer verstärkten PKC-vermittelte 
Phosphorylierung und/oder Internalisierung des Rfc1-Transportproteins korreliert. 
 
Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigen erstmalig, dass Cytochrom P450-Induktoren vom 
PB-Typ unter Beteiligung der Proteinkinase C zu einer Reduktion der Rfc1-vermittelten 
Aufnahme des Chemotherapeutikums Methotrexat in HPCT-1E3-Zellen führen. Klinische 
Studien in der Humanmedizin (RELLING et al. 2000, RIVA et al. 2000) liefern darüber 
hinaus Hinweise, dass die in dem Zellkulturmodell HPCT-1E3 beobachtete indirekte 
posttranslationale Regulation des Rfc1 entsprechende Regulationsmechanismen in humanen 
Geweben wie der Leber als auch verschiedenen Tumoren reflektiert. In diesem 
Zusammenhang ist denkbar, dass eine Arzneimittelinteraktion vom PB-Typ möglicherweise 
aufgrund der nahezu ubiquitären Expression des Rfc1 eine Veränderung der gesamten MTX-
Pharmakokinetik im Organismus zur Folge hat. Ferner bestätigen die Ergebnisse dieser Arbeit 
die wichtige Bedeutung von Arzneimittelinteraktionen für die hepatobiliäre Disposition und 
Toxizität von Arzneistoffen (XU et al. 2005).  
Die Interaktion des Folatantagonisten mit Antiepileptika, welche zur Gruppe der sog. 
„Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ“ gehören (VECHT et al. 2003a), besitzt wichtige 
klinische Bedeutung, da die Ko-Therapie von Zytostatika wie MTX und Antiepileptika 
aufgrund des häufigen Auftretens von Krampfanfällen bei Krebspatienten vielfach indiziert ist 
(VECHT et al. 2003b). Darüber hinaus stellt das Zytostatikum Cyclophosphamid, welches in 
Kombination mit MTX eingesetzt wird (TESKE 2000, DUDEL et al. 2004), ebenfalls einen 
Induktor vom PB-Typ dar (CZEKAJ 2000). Arzneimittelinteraktionen, welche im Verlauf 
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eines entsprechenden polytherapeutischen Regimes auftreten, könnten daher zu der in der 
Klinik beobachteten verminderten Effizienz einer MTX-Chemotherapie beitragen und hätten 
eine maßgebliche Verschlechterung der Patientenprognose zur Folge.  
Zusammenfassend konnte anhand der Ergebnisse der vorliegenden Rfc1-Regulationsstudien 
ein Beitrag zur Aufklärung der koordinierten Regulation von Arzneistoffwechselwegen bzw. 
der Aufklärung von Arzneimittelinteraktionen im Rahmen einer Pharmakotherapie geleistet 
werden. Die gewonnenen Erkenntnisse könnten nicht nur der Optimierung einer MTX-
Chemotherapie bspw. durch den Einsatz von sog. „Antiepileptika der zweiten Generation“ 
(VECHT et al. 2003b), welche keine Cytochrom P450-Induktoren darstellen, sondern ebenso 
der Entwicklung neuer Arzneistoffe dienen. 
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6  ZUSAMMENFASSUNG 
 
Regulation des Reduced Folate Carrier (Rfc1) in HPCT-1E3-Ratten-Hepatocytoma-Zellen 
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Arzneimittelinteraktionen gewinnen im Rahmen der heute in der Klinik üblichen polytherapeutischen 
Regime zunehmend an Bedeutung. So führt bspw. die Interaktion des Chemotherapeutikums 
Methotrexat (MTX, Amethopterin) mit Antiepileptika, welche zur Gruppe der sog. „Cytochrom P450-
Induktoren vom Phenobarbital (PB)-Typ“ gehören, zu einer Reduktion der Chemotherapieeffizienz 
und damit zur einer maßgeblichen Verschlechterung der Patientenprognose. Das Zytostatikum wird 
seit vielen Jahren in der Human- sowie in der Veterinärmedizin zur Behandlung neoplastischer und 
nicht neoplastischer Erkrankungen wie dem malignen Lymphom bzw. der rheumatoiden Arthritis 
eingesetzt. Im Rahmen einer Hochdosis-MTX-Therapie ist die Ko-Medikation mit Antiepileptika 
vielfach indiziert, da Krampfanfälle eine häufige Komplikation bei Krebspatienten darstellen.  
In niedriger Konzentration wird Methotrexat vornehmlich über den natriumabhängigen Reduced 
Folate Carrier (Rfc1; Slc19a1) in Leber, Niere und andere Gewebe aufgenommen. Die natriumunab-
hängige, hepatozelluläre Aufnahme des Zytostatikums wird durch den in der basolateralen Hepato-
zytenmembran lokalisierten Organischen anionen transporter2 (Oat2, Slc22a8) vermittelt. Die hepato-
biliäre MTX-Elimination erfolgt durch Vertreter der Multidrug Resistance-Associated Proteine (MRP, 
ABCC). Anhand der unter Berücksichtigung der spezifischen Rfc1-Charakteristika gewählten 
Versuchsbedingungen war es in den vorliegenden Studien jedoch möglich, die Rfc1-Aktivität in 
HPCT-1E3-Zellen selektiv zu ermitteln. Der hepatozellulär exprimierte Rfc1 der Ratte weist im 
Promotorbereich Bindungsstellen u.a. für ein durch Induktoren vom PB-Typ regulierbares Element 
auf. Diese Regulationselemente sind bislang nur bei fremdstoffmetabolisierenden Enzymen, 
insbesondere der Cytochrom-P450-Familie, bekannt. Klinische sowie in vitro-Studien lieferten Hin-
weise auf eine mögliche Reduktion der Rfc1-vermittelten MTX-Aufnahme bzw. intrazellulären MTX-
Akkumulation nach Vorbehandlung mit den Cytochrom P450-Induktoren Phenobarbital (PB) und 
Carbamazepin (CBZ). Veränderungen in der Pharmakokinetik von Xenobiotika, welche carrier-
vermittelt in Zellen transportiert werden, beruhen neben einer direkten Interaktion am Transport-
protein vorwiegend auf der Regulation des Carriers auf Ebene der Transkription durch Regulation der 
Genexpression bspw. über den Kernrezeptor „Constitutive Androstane Receptor (CAR)“ oder auf der 
schnellen und kurzfristigen Phosphorylierung des Transportproteins im Rahmen einer 
posttranslationalen Regulation.  
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Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation des Transportproteins Rfc1 durch Induktoren vom PB-Typ 
und den CAR-Agonisten 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen (TCPOBOP) systematisch in dem 
in vitro-Zellkulturmodell HPCT-1E3 auf funktionaler, transkriptioneller und translationaler Ebene zu 
untersuchen und eine mögliche Beteiligung der postulierten Genregulationselemente bzw. des Kern-
rezeptors CAR experimentell zu überprüfen. HPCT-1E3-Zellen stellen eine Hybridzelllinie der Ratte 
dar, welche lebertypische Import- bzw. Effluxtransporter für MTX, einschließlich des Rfc1, 
exprimiert. 
HPCT-1E3-Zellen wurden über 48 bzw. 60 h mit dem CAR-Agonisten TCPOBOP, mit den PB-
artigen Induktoren PB, CBZ, Chlorpromazin (CPZ) und Clotrimazol (CTZ) bzw. den jeweiligen 
Kontrollsubstanzen Diazepam, Haloperidol und Amphotericin B sowie für 2 h mit Modulatoren der 
Phosphorylierung vorbehandelt. Die gewählte Konzentration der Cytochrom P450-Induktoren und 
Kontrollen entsprach der des therapeutischen Plasmaspiegels bzw. dem 10fachen, im Falle von CBZ 
dem 3fachen,  dieser Konzentration. Vor Beginn der Transportstudien wurden zytotoxische Effekte 
der gewählten Substanzen unter Verwendung des WST-1-Proliferationstests ausgeschlossen. Die funk-
tionelle Rfc1-Aktivität wurde als natriumabhängige Akkumulation von fluoreszenzmarkiertem Metho-
trexat (FMTX) über 30 min und als natrium- und zeitabhängige Aufnahme von 3[H]-MTX über 20 min 
ermittelt. Die Bestimmung der relativen Rfc1-Genexpression sowie der Rfc1-Proteinmenge erfolgte 
mittels quantitativer PCR bzw. eines semiquantitativen immunzytochemischen Nachweis-verfahrens.  
Die Befunde der Transportstudien wiesen zusammenfassend darauf hin, dass 50-70% der 3[H]-MTX-
Aufnahme in HPCT-1E3-Zellen Rfc1-vermittelt erfolgt. Die Vorbehandlung mit den jeweiligen PB-
artigen Induktoren bzw. 0,1 und 1 ng/ml TCPOBOP führte im Vergleich zu unbehandelten Hepato-
cytoma-Zellen zu einer stark signifikanten Reduktion der Rfc1-vermittelten, nicht aber der natrium-
unabhängigen, Aufnahme des Zytostatikums. Dagegen hatte die Inkubation mit den jeweiligen 
Kontrollsubstanzen Diazepam, Haloperidol und Amphotericin B weder eine verminderte Rfc1-
Aktivität noch eine Reduktion der natriumunabhängigen MTX-Aufnahme zur Folge. Nachfolgende 
mechanistische Untersuchungen ergaben, dass die relative Rfc1-Genexpression nach Vorbehandlung 
der HPCT-1E3-Zellen mit 100 µg/ml PB bzw. 1 ng/ml TCPOBOP über 12, 24 und 48 h keine signifi-
kante Veränderung aufwies. Weiterhin lag nach Inkubation mit 10 und 100 µg/ml PB, 0,1 und 1 ng/ml 
TCPOBOP sowie 1,5 und 15 µg/ml Diazepam für 12, 24 und 48 h ebenfalls keine signifikante Abwei-
chung in der Rfc1-Proteinmenge vor. Eine zweistündige Vorbehandlung mit dem Phosphatase 1/2A-
Inhibitor Okadainsäure (80,5 ng/ml) und dem Proteinkinase C (PKC)-Induktor PMA (0,62 µg/ml), 
nicht aber mit dem Proteinkinase A-Induktor cAMP (5,1 µg/ml),  führte zu einer signifikanten Ab-
nahme der Rfc1-Aktivität in HPCT-1E3-Zellen. Dagegen wies die natriumunabhängige Aufnahme des 
Chemotherapeutikums im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keine signifikanten Veränderungen 
auf. Die durch PB, TCPOBOP und PMA bedingte Reduktion der Rfc1-vermittelten MTX-Aufnahme 
wurde durch nachfolgende Inkubation der Hepatocytoma-Zellen mit dem spezifischen PKC-Inhibitor 
Bisindolylmaleimid (BIM; 21 ng/ml) nahezu vollständig aufgehoben. 
Zusammenfassend konnte anhand der vorliegenden Arbeit erstmalig nachgewiesen werden, dass 
Cytochrom P450-Induktoren vom PB-Typ unter Beteiligung der PKC auf posttranskriptionellem Weg 
zu einer Reduktion der Rfc1-vermittelten Aufnahme des Chemotherapeutikums Methotrexat in HPCT-
1E3-Zellen führen. Die gewonnenen Erkenntnisse liefern einen Beitrag zum Verständnis der 
koordinierten Regulation von Arzneistoffwechselwegen bzw. zur Aufklärung von Arzneimittelinter-
aktionen im Rahmen einer Pharmakotherapie. Dies könnte sowohl der Optimierung einer Ko-Therapie 
mit Zytostatika wie MTX und PB-artigen Induktoren im Rahmen einer MTX-Chemotherapie als auch 
der Entwicklung neuer Arzneistoffe dienen. 
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7  SUMMARY 
 
Regulation of the reduced folate carrier (Rfc1) in the rat hepatocytoma fusion cell line HPCT-
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With an increasing percentage of polytherapeutic clinical regimes, drug-drug interactions are gaining 
significance. The interaction between the chemotherapeutic drug methotrexate (MTX, Amethopterin) 
and phenobarbital-type cytochrome P450 inducing antiepileptic drugs has been shown to reduce the 
efficacy of cancer chemotherapy and, accordingly, cause a significantly aggravated prognosis. In 
human and veterinary medicine the antifolate MTX is widely used for the treatment of malignancies, 
e.g. ALL or lymphomas, and rheumatoid arthritis. Seizures are a common complication in cancer 
patients that require ongoing treatment with antiepileptic drugs. 
The sodium dependent reduced folate carrier (Rfc1; Slc19a1) provides the major route for cellular 
uptake of MTX into liver, kidneys, and other tissues. In rat hepatocytes the 5´ untranslated region of 
this carrier exhibits, amongst other regulatory elements, a barbiturate recognition box. Until now, 
these regulatory elements have only been found in the promotor region of xenobiotic metabolizing 
enzymes, particularly those of the CYP450 enzyme family. In this context it is interesting that 
treatment with the phenobarbital-type cytochrome P450 inducers phenobarbital (PB) and 
carbamazepine (CBZ) may cause a significant reduction in Rfc1 mediated uptake and intracellular 
accumulation of MTX, respectively. In addition to direct competition, alterations in the 
pharmacokinetic properties of xenobiotics whose cellular transport is mediated by membrane proteins 
can be due to regulatory mechanisms on the level of gene expression, e.g. via the nuclear receptor 
“Constitutive Androstane Receptor (CAR)“, or through a quick and short posttranslational 
phosphorylation of the carrier protein.  
Therefore, the aim of this study was to systematically examine the regulation of Rfc1 by 
phenobarbital-type cytochrome P450 inducers and the CAR agonist ligand 1,4-bis[2-(3,5-
dichloropyridyloxy)]benzene (TCPOBOP) on the functional, transcriptional, and translational level in 
the rat hepatocytoma fusion cell line HPCT-1E3. Furthermore, the involvement of the postulated 
regulatory elements and the nuclear receptor CAR should be elucidated. The HPCT-1E3 hybrid cell 
line provides a suitable model for these studies as it shows the endogenous expression of liver-specific 
carrier proteins for organic anions, including the Rfc1. 
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HPCT-1E3 cells were incubated with the CAR agonist ligand TCPOBOP, the phenobarbital-type 
cytochrome P450 inducers PB, CBZ, chlorpromazine (CPZ) or clotrimazole (CTZ) and the respective 
control substances diazepam, haloperidol as well as amphotericin B over 48 and 60 h, respectively. All 
modulaters of phosphorylation were added to the culture medium for only 2 h. Selected concentrations 
of the respective PB-type CYP450 inducers and control substances comply with the therapeutic 
plasma level in humans and the decuple, in case of CBZ the triple, of this concentration. Cytotoxicity 
was tested using the WST-1 proliferation test before initiation of the transport studies. Rfc1 activity in 
HPCT-1E3 cells was measured as the sodium-dependent accumulation of fluoresceinated methotrexate 
(FMTX) over 30 min and the sodium- and time-dependent uptake of 3[H]-MTX over 20 min. Relative 
Rfc1 gene expression as well as the Rfc1 protein level was investigated by quantitative PCR and 
semiquantitative immunocytochemistry, respectively.  
In HPCT-1E3 hepatocytoma cells, approximately 50-70% of the 3[H]-MTX uptake was mediated by 
Rfc1. Treatment of the cultures with the respective phenobarbital-type cytochrome P450 inducers or 
0.1 and 1 ng/ml TCPOBOP was related to a significant reduction of the Rfc1 mediated MTX uptake, 
whereas the sodium-independent accumulation of the drug was not influenced. Incubation of HPCT-
1E3 cells with the respective control substances diazepam, haloperidol and amphotericin B did not 
result in changes in Rfc1 mediated and sodium-independent MTX accumulation. 
Studies on the regulatory mechanism revealed that relative Rfc1 gene expression was not significantly 
reduced after treatment of cells with 100 µg/ml PB and 1 ng/ml TCPOBOP over 12, 24 and 48 h. In 
addition, there was no significant alteration in the Rfc1 protein amount after incubation of HPCT-1E3 
cells with 10 and 100 µg/ml PB, 0.1 and 1 ng/ml TCPOBOP as well as 1.5 µg/ml diazepam for 12, 24 
and 48 h.  
However, short-term (2 h) treatment of hepatocytoma cells with the phosphatase 1/2A inhibitor 
okadaic acid (80.5 ng/ml) as well as the proteinkinase C (PKC) inductor PMA (0.62 µg/ml) caused a 
significant reduction of the Rfc1 mediated MTX uptake. As for PB-type CYP450 inducers, this 
treatment did not lead to a significant alteration in the sodium-independent MTX accumulation. 
Incubation of cells with the proteinkinase A inducer cAMP (5.1 µg/ml) was not related to a decrease 
in Rfc1 mediated and sodium-independent MTX uptake in HPCT-1E3 cells. Finally, the reduction in 
Rfc1 uptake activity caused by PB, TCPOBOP or PMA was almost completely reversed by 
simultaneous treatment of cells (2 h) with the specific PKC inhibitor bisindolylmaleimide (BIM; 21 
ng/ml). 
 
This study documented for the first time, that phenobarbital-type cytochrome P450 inducers cause a 
significant PKC-dependent reduction in the Rfc1 mediated uptake of the chemotherapeutic drug 
methotrexate in HPCT-1E3 hepatocytoma cells.  
The results obtained can contribute to the understanding of the coordinated regulation of drug 
metabolism and transport pathways and the clarification of drug interactions within a 
pharmacotherapy. Careful consideration of these findings may help to improve the combined therapy 
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